
รหัสโครงการ SUT1-104-50-36-41 

 

รายงานการวจัิย 
 
 
 
 

การทดสอบฤทธ์ิของฟลาโวนอยด์บางชนิด ในการยบัยั้งเช้ือแบคทเีรียบางชนิด
ทีด่ือ้ต่อยาปฏิชีวนะในกลุ่มเบตาแลคแทม 

(Investigation of the effect of some flavonoids on some β-lactam 
antibiotics resistant bacteria) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ได้รับทุนอุดหนุนการวจัิยจาก 

มหาวทิยาลยัเทคโนโลยสุีรนารี  
 
 

ผลงานวจัิยเป็นความรับผดิชอบของหัวหน้าโครงการวจัิยแต่เพยีงผู้เดยีว 
 
 
 



                                                                                             รหัสโครงการ  SUT1-104-50-36-41 
 

                    

รายงานการวจัิย 
 
 
 

การทดสอบฤทธ์ิของฟลาโวนอยด์บางชนิด ในการยบัยั้งเช้ือแบคทเีรียบางชนิด
ทีด่ือ้ต่อยาปฏิชีวนะในกลุ่มเบตาแลคแทม 

 (Investigation of the effect of some flavonoids on some β-lactam 
antibiotics resistant bacteria) 

 
 
 
 
 

คณะผู้วจิยั 

หัวหน้าโครงการ  
ผู้ช่วยศาสตราจารย์ ภก. ดร. เกรียงศักดิ์   เอือ้มเกบ็ 

สาขาวิชาชีววทิยา 
สํานักวิชาวิทยาศาสตร 

มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี 

ผู้ร่วมวจิัย 
นางสาวสุพัชรี ศิริวงศ  

 
 
 

ได้รับทุนอุดหนุนการวจัิยจากมหาวทิยาลยัเทคโนโลยสุีรนารี  ปีงบประมาณ พ.ศ. 2550-2552 
ผลงานวจัิยเป็นความรับผดิชอบของหัวหน้าโครงการวจัิยแต่เพยีงผู้เดยีว 

 

สิงหาคม  2555 



 ก
 

กิตติกรรมประกาศ 
          การวิจยัเร่ืองฤทธ์ิของฟลาโวนอยดในการยับยั้งเช้ือแบคทีเรียบางชนิด ท่ีดือ้ตอยาปฏิชีวนะในกลุม    
เบตาแลคแทม ในครั้งนี้ไดรับทุนอุดหนนุการวิจยัจากมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี ปงบประมาณ 2550-
2552 ทําใหงานวิจยัในคร้ังนีสํ้าเร็จลุลวงไปไดดวยด ีและขอขอบคุณ คุณกาญจนา วงศคําซาวและ ดร.สมนึก 
ฉูกระโทก ท่ีชวยการทําวิจยัในคร้ังนีด้วยความทุมเท คุณจารุกรณ วิศาลสวัสดิ์ ท่ีชวยอนุเคราะหขอมูลเช้ือท่ี
ดื้อยา  รองศาสตราจารย ดร. นิจศิริ เรืองรังสี และศาสตราจารย ดร. ไมตรี สุทธจิตต ท่ีกรุณาใหคําปรึกษา 
กลุมแบคทีเรียวิทยาทางการแพทย สถาบันวิจยัวิทยาศาสตรสาธารณสุข กรมวิทยาศาสตรการแพทย ท่ี
อนุเคราะหเช้ือในการวิจัย มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี ท่ีอนุเคราะหท้ังอุปกรณและสถานท่ีในการทําวจิยั
จนประสบผลสําเร็จ    
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บทคัดยอภาษาไทย 
การดื้อตอยาปฏิชีวนะในกลุมเบตาแลคแทมเปนปญหาของโลกในปจจบัุน ปจจุบันเช้ือในกลุมเอน

เทอโรแบคเตอร โคลเอเซ และอีโคไล โดยปกติจะดื้อตอยาปฏิชีวนะหลายชนิดและเปนอันตรายตอสุขภาพ
สําหรับผูปวยท่ีนอนในโรงพยาบาลและบุคคลากรท่ีใหการรักษา ฉะนั้นการคนหายาปฏิชีวนะใหมๆและ
สารประกอบท่ีสามารถยับยั้งการดื้อยาปฏิชีวนะในกลุมเบตาแลคแทมจึงเปนเปาหมายท่ีสําคัญและเรงดวนท่ี
ตองรีบดําเนินการ การศกึษาวจิัยคร้ังนีเ้ราไดทดสอบฤทธ์ิในการเปนสารปฏิชีวนะของสารฟลาโวนอยดท่ี
เกิดข้ึนในพืชท่ีมีในธรรมชาติ คาความเขมขนตํ่าสุดท่ีสามารถยับยั้งเช้ืออีโคไล ดีเอ็มเอสที 20662 ของอะ
มอกซีซิลลิน กาแลนจนิ ลูทีโอลิน และเอพิเจนิน เทากบั >1,000, 500, 200 และ 150 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 
ตามลําดับ  คาความเขมขนต่ําสุดท่ีสามารถยับยั้งเช้ือเอนเทอโรแบคเตอร โคลเอเซ ดีเอ็มเอสที 21394 ของ
เซพตาซีดีม และเอพิเจนิน เทากับ 100, และ 180 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ตามลําดับ ผลจากการทดสอบเชค
เกอรบอรด แสดงใหเห็นวา  คาความเขมขนตํ่าสุดท่ีสามารถยับยั้งเช้ืออีโคไล ดีเอ็มเอสที 20662 ของยาผสม
กับฟลาโวนอยด ลดลงไดแก อะมอกซีซิลลิน 30 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ผสมกับกาแลนจิน 100 ไมโครกรัม/
มิลลิลิตร,  อะมอกซีซิลลิน 30 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ผสมกับลูทีโอลิน 90 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร และ อะมอก
ซีซิลลิน 30 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ผสมกับเอพิเจนนิ 90 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ยิ่งไปกวานัน้คาความเขมขน
ต่ําสุดท่ีสามารถยับยั้งเช้ือเอนเทอโรแบคเตอร โคลเอเซ ดีเอ็มเอสที 21394 ของเซพตาซีดีม ผสมกับเอพิเจนิน 
ลดลงเปน 20 และ 10 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ตามลําดับ ผลการนับเช้ือท่ียังรอดชีวิตจากกราฟการเจริญเติบโต
ของเช้ือพบวา กราฟการเจริญของเช้ือ อีโคไล ดีเอ็มเอสที 20662 ถูกยับยั้งการเจริญเม่ือใสสารผสม
ระหวางอะมอกซีซิลลิน 20 ไมโครกรัม/มิลลิลิตรและกาแลนจนิ 100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร, ลูทีโอลิน 90 
ไมโครกรัม/มิลลิลิตรและเอพิเจนิน 90 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร กราฟการเจริญเติบโตของเอนเทอโรแบคเตอร 
โคลเอเซ ดีเอ็มเอสที 21394 ก็ถูกยับยั้งใหอยูในระดับตํ่าสุดในชวงต้ังแต 6 ช่ัวโมงเปนตนไป เม่ือไดรับสาร
ผสมระหวางเซฟตาซิดีม 20 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร กบัลูทีโอลินหรือเอพิเจนนิ 10 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 
นอกจากนั้นแลว ผลการวิจัยจากกลองจุลทรรศนอิเลคตรอนยังพบวา สารผสมของเซฟตาซิดีม 10 
ไมโครกรัม/มิลลิลิตร กับลูทีโอลินหรือเอพิเจนิน 10 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ทําใหรูปลักษณะทางสัณฐานของ
เช้ือเอนเทอโรแบคเตอร โคลเอเซ ดีเอ็มเอสที 21394   ถูกทําใหเสียหายอยางมาก ภาพจากกลองจลุทรรศน
อิเลคตรอนของเช้ือ อีโคไล ดีเอ็มเอสที 20662 เม่ือไดรับยา ระหวางอะมอกซีซิลลิน 10 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร
และเอพิเจนิน 20 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ทําใหเซลลไดรับความเสียหายอยางมาก รวมถึงการแยกออกของเยื่อ
หุมเซลลช้ันนอกดวย ซ่ึงอาจจะเนื่องมาจากการท่ีเปบทิโดไกลแคนที่บริเวณเยื่อหุมเซลลช้ันนอกไดรับความ
เสียหาย บางเซลลของแบคทีเรียสูญเสียไรโบโซมไปจากไซโทพลาสซึม เซลลของแบคทีเรียจํานวนมากมี
ขนาดยาวกวากลุมควบคุม เม่ือทําการสกัดโปรตีนจากเยือ่หุมเซลลช้ันนอกของเช้ือ อีโคไล ดีเอ็มเอสที 20662 
ภายหลังไดรับยาอะมอกซีซิลลิน 10 ไมโครกรัม/มิลลิลิตรผสมกับเอพิเจนิน 20 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร และ
นําไปทดสอบกับเจล อีเลคโทรโฟเรซิส พบวาแบนท่ีเกิดข้ึน มีความแตกตางจากเซลลท่ีไมไดรับยา โดยแบน
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       จากการศึกษานี้ สามารถสรุปไดวา กาแลนจิน ลูทีโอลิน และ เอพิเจนิน มีศักยภาพที่จะยับยั้งเช้ือเช่ือ
อีโคไล ดีเอ็มเอสที 20662 ท่ีดื้อตอยาอะมอกซีซิลลินเม่ือใหผมกับยาน้ี   ในทํานองเดียวกนัเช้ือเอนเทอ
โรแบคเตอร โคลเอเซ ดีเอ็มเอสที 21394 ก็ถูกยับยั้งไดดีจากการเสริมฤทธ์ิกันของสารผสมระหวางเซฟตาซิ
ดีม กับลูทีโอลินหรือเอพิเจนิน เม่ือดูถึงความปลอดภยัในการในการบริโภคพืชท่ีมีสารฟลาโวนอยดตางๆ
เหลานี้อยูแลว สารฟลาโวนอยดเหลานี้นาจะไดรับการวจิัยและพัฒนามาผสมกับยาในกลุมเบตาแลคแทมใน
การยับยั้งเช้ือท่ีดื้อยาและคุกคามชีวิตมนุษยอยูในขณะน้ี  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 ง
 

บทคัดยอภาษาอังกฤษ 
Resistance to β-lactam antibiotics is a global problem.  Today strains of Enterobacter cloacae  

(E. cloacae) and Escherichia coli (E. coli) are usually multiply resistant to many antibiotics and pose life-
threatening risks to the hospitalised patients and their care givers. The search for new antibacterial agents 
and compounds that can reverse the resistance to β-lactam antibiotics are research objectives of far 
reaching importance and urgently needed. In this study, we have examined the antibacterial action of 
naturally occurring flavonoids. The minimum inhibitory concentrations (MICs) of amoxicillin, galangin, 
luteolin and apigenin alone against E. coli DMST 20662 were >1,000, 500, 200 and 150 μg/ml 
respectively. The MICs of ceftazidime and apigenin against E. cloacae DMST 21394 were 100 and 180 
μg/ml respectively. The results of checkerboard assay showed that MICs of amoxicillin in combination 
with these flavonoids were reduced to amoxicillin 30 μg/ml plus galangin 100 μg/ml, amoxicillin 30 
μg/ml plus luteolin 90 μg/ml and amoxicillin 20 μg/ml plus apigenin 90 μg/ml against this E. coli 
strain. In addition, the MICs of ceftazidime plus apigenin against E. cloacae strain were reduced to 20 
plus 10 μg/ml respectively. Viable counts showed that the killing curves of E. coli DMST 20662 cells by 
20 μg/ml amoxicillin were potentiated by galangin 100 μg/ml, luteolin 90 μg/ml and apigenin 90 
μg/ml. Ceftazidime 20 μg/ml in combination with 10 μg/ml of either apigenin or luteolin also reduced 
the CFU/ml of E. cloacae DMST 21394 to low levels (1x103 CFU/ml) over 6 h. Electronmicroscopy 
clearly showed that the combination of ceftazidime 10 μg/ml with 10 μg/ml of either luteolin or apigenin 
caused marked morphological damage for E. cloacae DMST 21394. Electronmicrographs of thin sections 
of log phase E. coli DMST 20662 grown for 4 h in the presence of amoxicillin 10 μg/ml plus apigenin 20 
μg/ml indicated that the combination at these concentrations caused marked morphological damage to the 
cells. The damage included loosening or detachment of the outer membrane which may have resulted 
from damage to the peptidoglycan layer internal to the OM. Some of the bacteria exhibited electron-
transparent areas devoid of ribosomes in the cytoplasm. Most of the treated bacteria were considerably 
larger and longer than the control bacteria.  The OM-PG associated protein bands of E. coli DMST 20662 
cells grown in a combination of amoxicillin 10 μg/ml plus apigenin 20 μg/ml showed further differences 
from those of the control cells. Several of the high MW protein bands were absent but darker bands of 
lower MW proteins were observed. These are similar darker bands to those from cells treated with either 
amoxicilin or apigenin alone. Synergism between amoxicillin and apigenin reduced the total number of 
cells present and the total amount of OM-PG associated proteins. This resulted in the absence of several of 
the medium and high MW proteins and the accumulation of low MW proteins.  Enzyme assay indicated 
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that galangin had an inhibitory activity against β- lactamaseI from B. cereus. Galangin had some 
activity and tectochrysin and 6-chloro-7-methylflavone showed greater activity against penicillinase type 
IV from E. cloacae, apigenin showed marked inhibitory activity but none of other flavonoids tested 
showed appreciable activity. These results indicated that in addition to the direct effect on cell structure 
and cell division, the resistance reversing activity of flavonoids against bacteria might also include 
inhibition of β-lactamase activity.  The result of OM permeability showed that the effect of 10 μg/ml 
amoxicillin and 20 μg/ml apigenin against E. coli DMST 20662 altered the OM permeability when they 
were used alone and in combination. The effect of the amoxicillin plus apigenin would seem to be greater 
than either amoxicillin or apigenin when used singly against this organism. The effect of 10 μg/ml 
amoxicillin and 20 μg/ml apigenin on the cytoplasmic membrane, was investigated using the cytoplasmic 
enzyme β-galactosidase. The result showed that there was no increase in β-galactosidase activity with 
increasing time in the presence of amoxicillin, apigenin and amoxicillin plus apigenin. It can be concluded 
that it is unlikely that amoxicillin, apigenin and amoxicillin plus apigenin alter the permeability of the 
cytoplasmic membrane of E. coli DMST 20662. 
           From the study, it was concluded that galangin, luteolin and apigenin have the potential to reverse 
bacterial resistance to amoxicillin against E. coli DMST 20662.  Apigenin and luteolin have synergistic 
effect with ceftazidime against E. cloacae DMST 21394. In view of their limited toxicity, These tested 
flavonoids offer for the development of a valuable adjunct to β-lactam treatments against otherwise 
resistant strains of currently almost untreatable microorganisms 
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บทที่ 1 
บทนํา 

 
ความสําคัญและท่ีมาของปญหาการวิจัย 

จากปญหาสําคัญเร่ืองสถานการณการดื้อยาของเช้ือในโรงพยาบาลท้ังในประเทศไทยและ
ตางประเทศเกอืบท่ัวโลก   ทีมวิจยัเราไดสํารวจที่โรงพยาบาลมหาราชนครราชสีมาพบวา  มีเช้ือท่ีดื้อตอยาใน
กลุม   β - lactam  antibiotics  ซ่ึงเปนยาปฏิชีวนะท่ีมีการใชเปนมูลคาหลายพันลานบาทตอปในประเทศไทย     
ตัวอยางของเช้ือท่ีดื้อยาในโรงพยาบาลมหาราชนครราชสีมาท่ีทําการทดสอบความไวตอยาในหนวยจุล
ชีววิทยา   กลุมงานพยาธิวิทยาคลีนิค   ไดแก  เช้ือ  Methicillin  resistant   Staphylococcus   aureus  (MRSA)       
มีการดื้อยาเกนิ  70%  ในหลายตึกผูปวย     และเช้ือท่ีดื้อตอยา   Ceftazidime   ซ่ึงเปนยาที่มีราคาแพงมาก  
และเปนยาใหม ในกลุม Cephalosporin  (Third  generation)   ไดแก  Ceftazidime-resistant   Enterobacter 
cloacae (CREnC)  มีอัตราการดื้อยานี้ถึง   100%  ในหลายตึกผูปวย นอกจากนัน้เช้ือ Enterobacter cloacae 
(E. cloacae) ยังดื้อตอยา Amoxycillin, Piperacillin, Cefazolin, Cefoxitin, Ceftazidime, 
Cefoperazone/Sulbactam, Ciprofloxacin, Norfloxacin, Co-trimaxazone, Gentamycin เปนเปอเซนตท่ีสูง
มากในหลายตึกผูปวย  และเช้ือ     Ceftazidime-resistant  Escherichia  coli  มีอัตราการดื้อยานี้เกือบ  100 %   
ในทุกตกึผูปวย เช้ือ E. coli นี้ยังพบวาดือ้ตอยา Amoxycillin, Piperacillin, Ceftazidime, Ciprofloxacin, 
Norfloxacin, Co-trimaxazone,  Gentamycin เปนเปอเซนตท่ีสูงมากในหลายตึกผูปวย  นอกจากนั้นเช้ือ  
Staphylococcus  epidermidis (S. epidermidis) พบวาดื้อตอยา Amoxycillin, Cloxacillin, Norfloxacin, Co-
trimoxazone,  Gentamycin, Erythromycin ในหลายตึกผูปวยเปนเปอรเซนตสูงมาก  เช้ือ  Enterococcus 
faecium ( En. faecium ) ท่ีดื้อตอยา Ampicillin, Piperacillin, Norfloxacin, Co-trimaxazone,  Gentamycin 
เปนเปอเซนตท่ีสูงมากในหลายตึกผูปวย  และ Enterococcus  faecalis (E. faecalis) ท่ีดื้อตอยา Ampicillin, 
Norfloxacin, Co-trimoxazone,  Gentamycin มีอัตราการดื้อยาสูงข้ึนมาก (รพ.มหาราชนครราชสีมา, 2007)            

  จากปญหานีเ้อง    นับเปนปญหาสําคัญของจังหวดันครราชสีมาและของประเทศ ท่ีตองสูญเสียเงิน
คารักษาพยาบาลไปกับการใชยาท่ีมีราคาแพงเหลานี้   แตใชไมไดผล    เนื่องจากการดื้อยาของเช้ือ  ทําให
คนไขตองสูญเสียเงินเปนจํานวนมาก และอาจเปนอันตรายถึงชีวิตจากการดื้อยาท่ีมากข้ึนของเช้ือเหลานี้มาก  
ประเทศไทยของเราตองสูญเสียเงินตรานํายาเหลานี้เขามาจากตางประเทศเปนมูลคาหลายพันลานบาทตอป  
เพื่อท่ีจะหาสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพท่ีสามารถมาทดแทนยาในกลุม    β - lactam  antibiotics    ท่ีเช้ือเกิดการ
ดื้อยาข้ึนแลว     ผูวิจยัจึงไดทําการวิจัยเพื่อแกปญหานี ้   โดยไดรับทุนพัฒนาศักยภาพในการทํางานของ
อาจารยรุนใหมจาก สกว.  และ  สกอ.  ผลการวิจยัพบวา   สารในกลุม Flavonoids  หลายชนิด  ซ่ึงบางชนิด
สามารถสกัดไดจากพืชตระกลูขาของไทย [Alpinia   galanga (L) Willd, Alpinia  nigra (Gaertn) Burtt.  
และ  Alpinia  officinarum Hance.]   สามารถมีฤทธ์ิเสริมกับยาบางตัวในกลุม   β - lactam  antibiotics ยับยั้ง
เช้ือท่ีดื้อตอยาในกลุมนี้  ไดแก  E. coli และ E. cloacae  ไดในขนาดท่ีใชรักษา    ซ่ึงผูวิจัยกําลังดําเนนิการจด
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ขาพเจาจึงขอเสนอโครงการวิจัยท่ีเกีย่วของกับ โครงการวิจัยพื้นฐานแบบมุงเปา “สมุนไพร ยารักษา
โรค สารเสริมสุขภาพและสารสําหรับการผลิตอาหารปลอดภัย” โดยการทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพของ สาร 
Flavonoids ท่ีมีศักยภาพ ไดแก  Galangin, Baicalein, Apigenin, Luteolin, Quercetin, Kaemferol  ซ่ึง
Galangin และ Quercetin สามารถสกัดไดจากพืชสมุนไพรไทยตระกูลขา       ดังกลาวขางตน      ตอเช้ือ
แบคทีเรียท่ีดื้อยาในกลุม antibacterial  ซ่ึงเปนปญหาของท้ังจังหวดันครราชสีมา  ของประเทศไทย และของ
โลกดังกลาว  โดยขอเสนอโครงการเชนนี้ไมมีผูใดทํามากอนในประเทศไทย  และขาพเจามีทีมงานและ
ศักยภาพที่จะทํางานไดอยางตอเนื่อง  จากเร่ิมตนจนถึงการจดสิทธิบัตร  และพัฒนาสูอุตสาหกรรมยาที่
สามารถทดแทนยาในกลุม antibacterial   ท่ีมีราคาแพงมาก  และเช้ือเกิดการดื้อยาข้ึนแลว  เพื่อเปนการผลิต
ยาตัวใหมภายในประเทศ   ลดการนําเขายามูลคาแพงเหลานี้    โดยสาร flavonoids ดังกลาว ซ่ึงบางชนิด
สามารถสกัดจากพืชสมุนไพรตระกูลขาไมนาจะเปนพษิตอรางกาย  เนื่องจากขาเปนพืชท่ีมนุษยใชบริโภค
เปนอาหารในชีวิตประจําวันอยูแลว   และเพื่อใหประเทศไทยสามารถผลิตยาใหมๆไดและเปนยาที่สามารถ
สงออกตางประเทศไดในท่ีสุด 
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วัตถุประสงคของการวิจัย 
1. เพื่อทดสอบฤทธ์ิของสาร Flavonoids ตางๆไดแก Baicalein, Apigenin, Luteolin, Quercetin, ตอเช้ือตางๆ
ท่ีดื้อยาในโรงพยาบาลไดแก E. cloacae, E. coli และ S. aureus    
2. เพื่อทดสอบฤทธ์ิของสาร Flavonoids ตางๆไดแก Baicalein, Apigenin, Luteolin, Quercetin, เม่ือให
รวมกับยาในกลุม antibacterial ซ่ึงไดแกยา  Amoxycillin, Ceftazidime, ตอเช้ือ E. cloacae, E. coli ท่ีดื้อยาใน
กลุม antibacterial  ดังกลาว โดยวิธี Checkerboard assay และ Killing curve determination. 
3. เพื่อหากลไกการออกฤทธ์ิเบ้ืองตนของสาร Flavonoids ตางๆไดแก Baicalein, Apigenin, Luteolin, 
Quercetin, ตอเช้ือตางๆท่ีดื้อยา antibacterial ดังกลาวในโรงพยาบาลเม่ือใหเดี่ยวๆและใหรวมกับยาในกลุม 
antibacterial ตามขอ 3.2 ท่ีเช้ือตางๆในขอ 3.1 ดื้อตอยานั้นๆ  โดยวิธีการดู morphology ของเช้ือดวย 
Transmission Electron Microscope (TEM), Electrophoresis, Outer membrane permeability, Cytoplasmic 
membrane permeability และ Enzyme assay. 
4.  เพื่อหาขอมูลเบ้ืองตนในการจะทําการวิจยัข้ันตอไป ไดแก การสกดัสารฟลาโวนอยดจากพืชสมุนไพร
ไทยตระกูลขา, การทดสอบทางพิษวิทยา (Toxicity test), การทดลองในสัตวเชน หน ูกระตาย ลิงฯลฯ. การ
ทดลองในคน, การพัฒนาเปนตํารับยา และการทําเปนอุตสาหกรรมยาในท่ีสุด 
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ขอบเขตของการวิจัย 
1. เช้ือแบคทีเรียท่ีดื้อตอยาปฏิชีวนะในกลุม β-lactam เชน E. cloacae, E. coli และ S. aureus ซ่ึงไดรับ
จากสถาบันวิจยัวิทยาศาสตรสาธารณสุข กรมวิทยาศาสตรการแพทย กระทรวงสาธารณสุขและกลุมงาน
พยาธิวิทยาคลินิก โรงพยาบาลมหาราช จังหวัดนครราชสีมา   
2. นําสารฟลาโวนอยดเชน Baicalein, Apigenin,  Luteolin, Quercetin, ซ่ึงสารฟลาโวนอยด INDOFINE 
Chemical Company, USA หรือบริษัท Sigma-Aldrich, UK 
3. ยา  Amoxicillin, Ceftazidime, Ampicillin, Cloxacillin ไดจากบริษัทยาผูแทนจําหนายภายในประเทศ
ไทย เชน บริษทั Sigma, Glaxo, Wellcome, Bristol- Myers. 

 
ขอตกลงเบื้องตน 

1. นําสารฟลาโวนอยดเชน Baicalein, Apigenin,  Luteolin, Quercetin มาทดสอบความสามารถในการ
ยับยั้งเช้ือแบคทีเรียท่ีดื้อตอยาปฏิชีวนะในกลุม β-lactam เชน E. cloacae, E. coli และ S. aureus    
2.   ทดสอบการเสริมฤทธ์ิกันของสารฟลาโวนอยดกับยาปฏิชีวนะในการยับยั้งเช้ือแบคทีเรีย 
ตรวจสอบกลไกลในการยับยั้งเช้ือแบคทีเรียดื้อยาของสารฟลาโวนอยดเม่ือใชเดีย่วๆ และเม่ือถูกใชรวมกับยา
ปฏิชีวนะในการยับยั้งเช้ือโดยวิธีการด ูmorphology ของเช้ือดวย Transmission Electron Microscope (TEM), 
Electrophoresis, Outer membrane permeability, Cytoplasmic membrane permeability และ Enzyme assay. 
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ประโยชนท่ีไดรับจากการวิจัย 

1.  ฤทธ์ิของสาร Flavonoids บางชนิดสามารถยับยั้งเช้ือท่ีดื้อยาในกลุม β-lactam antibiotics บางชนิด 
2. มีการเสริมฤทธ์ิรวมกันระหวางสาร สาร Flavonoids (Apigenin, Baicalein, Luteolin, Quercetin)  เม่ือ

ใหรวมกับยาในกลุม  β-lactam antibiotics ตอเช้ือท่ีดื้อยาในกลุม β-lactam antibiotics 
3.  สามารถทราบกลไกการออกฤทธ์ิเบ้ืองตนของสาร Flavonoids ชนิดท่ีทดสอบแลวมีประสิทธิภาพดี 

เม่ือใหเดี่ยวๆ และใหรวมกบัยาในกลุม β-lactam antibiotics ในการยบัยั้งเช้ือท่ีดื้อยาในกลุม β-lactam 
antibiotics โดยวิธีการดู Morphology ของเช้ือดวย Transmission Electron Microscope (TEM), 
Electrophoresis,  Outer membrane permeability และ Cytoplasmic membrane permeability 
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                                                        บทที่ 2 
                                                       วิธดํีาเนินการวิจัย 

 
แหลงท่ีมาของขอมูล 

 1. เช้ือ Clinical isolates of Methicilillin resistant Staphylococcus aureus (MRSA) ท่ีดื้อตอยา   β - lactam 1 
strain,  Clinical isolates of  Enterobacter cloacae (EnC) ท่ีดื้อตอยา β-lactam 1 strain, Clinical isolates of  
Escherichia coli (EC) ท่ีดื้อตอยา β-lactam 1 strain ท่ีดื้อตอยา β-lactam 1 strain โดยเช้ือไดรับจาก
สถาบันวิจัยวทิยาศาสตรสาธารณสุข กรมวิทยาศาสตรการแพทย กระทรวงสาธารณสุขและกลุมงานพยาธิ
วิทยาคลินิก โรงพยาบาลมหาราช จังหวดันครราชสีมา  
2. สาร Apigenin, Baicalein, Luteolin, Quercetin และ Kaemferol ไดจากบริษัท INDOFINE Chemical 
Company, USA หรือบริษัท Sigma-Aldrich, UK  
3. ยา Amoxicillin, Ceftazidime, Penicillin, Ampicillin, Piperacillin, Ceftriazone, Cloxacillin, Vancomycin 
ไดจากบริษัทยาผูแทนจําหนายภายในประเทศไทย เชน บริษัท Sigma, Glaxo, Wellcome, Bristol-Myers. 
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วิธีการเก็บรวบรวมและวิธีวิเคราะหขอมูล     

 
1. Bacterial suspension standard curve; Bacterial suspension standard curve จะทําสําหรับเช้ือ 

Clinical isolates of Methicillin resistant Staphylococcus aureus (MRSA), Clinical isolates of EnC, 
Clinical isolates of EC  

- โดยแตะเช้ือ 1 loop มาใสลงในอาหารเล้ียงเช้ือ cation-adjust Mueller-Hinton broth (CAMHB) 
สําหรับเช้ือ MRSA และในอาหาร Nutrient broth (NB) สําหรับเช้ืออ่ืนๆ 
- เช้ือแตละตัวถูกนํามาบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18 ช่ัวโมง หลังจากนั้นเซลล
แบคทีเรียถูกนาํมาปนเหวี่ยงเพื่อทําการเก็บเซลลท่ี 4000 r.p.m. เปนเวลา 10 นาที และลางเซลลดวย
น้ําเกลือ 0.9% แลวนํามาปนเหวีย่งสองรอบ รอบละ 4000 r.p.m. เปนเวลา 5 นาที 
- เซลลแบคทีเรียท่ีไดถูกนํามาละลายในนํ้าเกลือ 0.9% 50 ml และนํามาวัดคาการดดูกลืนแสงดวย
เคร่ือง spectrometer ท่ีคาต้ังแต 0.05-0.25 ท่ีคาความยาวคล่ืน 500 nm 
- นําเช้ือท่ีคาการดูดกลืนแสงแตละคามานับจํานวนโดยการทํา viable count และนําผลท่ีไดมาสราง
กราฟ standard curve 

2. Minimum Inhibitory Concentrations (MICs); MICs ของยา แตละตัว ไดแก Amoxycillin, 
Ceftazidime, Ampicillin, Cloxacillin จะทําสําหรับเช้ือท่ีดื้อตอยานัน้ๆ โดยขอมูลการดื้อยาของเช้ือแต
ละตัวไดจากสถาบันวิจยัวิทยาศาสตรสาธารณสุข สวน MICs ของสาร Apigenin, Baicalein, Luteolin, 
และ Quercetin จะทําสําหรับทุกเช้ือท่ีกลาวมาทั้งหมด (Liu, Durham, & Richards, 2000); 

 - เตรียมความเขมขนของแบคทีเรียท่ีเตรียมในน้ําเกลือ 0.9% ใหเทากับ 1x107 cfu/ml โดยคํานวณ
จากกราฟมาตรฐาน standard curve 

 - นําเช้ือแบคทีเรียท่ีมีความเขมขนเทากับ 1x107 cfu/ml ปริมาตร 0.05 ml ในลงในหลอดท่ีบรรจุ
อาหารเหลว CAMHB 4.95 ml สําหรับเช้ือ MRSA และในอาหาร NB 4.95 ml สําหรับเช้ือแบคทีเรีย
อ่ืนๆ โดยในแตละหลอดอาหารมีการเตมิฟลาโวนอยดหรือยาปฏิชีวนะลงไปดวย ซ่ึงจะไดความ
เขมขนสุดทายของเช้ือแบคทีเรียเทากับ 5x105 cfu/ml หลอดอาหารที่เติมน้ําแทนฟลาโวนอยดและยา
ปฏิชีวนะถูกใชเปนกลุมควบคุม จากนั้นนําเช้ือไปบมท่ี 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง 

 - คาความเขมขนตํ่าท่ีสุดท่ีสามารถยับยั้งเช้ือไมใหโตไดใหถือเปนคา MIC 
3.  Checkerboard assay; Checkerboard assay ของเช้ือแตละตัว จะเปนการผสมระหวางยากลุม β-lactams 

ท่ีเช้ือตัวนัน้ๆ ดื้อ    และสาร Flavonoids ท่ีนํามาทดสอบทีละตัว จนครบทุกตัว (G. Eumkeb, 1999; 
Lorian, 1999); 

 - เตรียมความเขมขนของแบคทีเรียท่ีเตรียมในน้ําเกลือ 0.9% ใหเทากับ 1x107 cfu/ml โดยคํานวน
จากกราฟมาตรฐาน standard curve 

 - นําเช้ือแบคทีเรียท่ีมีความเขมขนเทากับ 1x107 cfu/ml ปริมาตร 0.05 ml ในลงในหลอดท่ีบรรจุ
อาหารเหลว CAMHB 4.95 ml สําหรับเช้ือ MRSA และในอาหาร NB 4.95 ml สําหรับเช้ือแบคทีเรีย
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 - คา MICs ของสารผสมระหวางฟลาโวนอยดและยาปฏิชีวนะถูกนํามาทําเปนกราฟ isobolograms 
และคํานวณหาคา FIC 

4.    Killing curve determinations (Viable counts); จะดู Viable counts ของเช้ือ (ท่ีเวลา 1, 2, 3, 4, 6 และ 
24 ช่ัวโมง ตามลําดับ) ท่ีผลการทํา Checkerboard assay แลวใหผลวายาและสาร Flavonoids ตัวนัน้ๆ มี
ฤทธ์ิเสริมกันและยับยั้งเช้ือได โดยจะทําสําหรับกลุมควบคุม กลุมท่ีใชยาเดีย่วๆ กลุมท่ีใชสาร 
Flavonoids เดีย่วๆ และกลุมท่ีใชยาผสมกบั Flavonoids โดยทํากับเช้ือทุกตัว (R. M. Richards & Xing, 
1993);  

- นําเช้ือแบคทีเรียท่ีมีความเขมขนของเซลล 5x105 cfu/ml มาเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีการเติมฟลา
โวนอยดหรือยาปฏิชีวนะเดีย่วๆ และในอาหารท่ีเติมฟลาโวนอยดและยาปฏิชีวนะรวมกัน สวน
หลอดควบคุมใช solvent แทนฟลาโวนอยดและยาปฏิชีวนะ จากนัน้นําเช้ือไปบมท่ี 37 องศา
เซลเซียส  
- หลังจากนั้นท่ีเวลา 0, 0.5, 1, 2, 4, 6, 24 ช่ัวโมง นําเช้ือท่ีบมไวปริมาตร 10 ul มาใสลงในหลอดท่ี
บรรจุ MHB สําหรับ MRSA หรือ NB สําหรับเช้ืออ่ืนๆ ปริมาตร 90 ul ท่ีเติม 0.125% lecithin และ 
3% (v/v) Tween 80 จากนัน้ นํามาเกล่ียลงในอาหารวุนและบมเช้ือไวท่ี 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
24 ช่ัวโมง และนับจํานวนโคโลนีท่ีเกิดขึน้ 

  - นํามาสรางกราฟ 
5.  Transmission Electronmicroscopy (TEM) method;  โดยจะเลือกเช้ือท่ีเปนตัวแทน gram positive 

ไดแก MRSA และเช้ือท่ีเปนตัวแทน gram negative ไดแก E. coli  ชนดิใดชนดิหนึ่ง ซ่ึงสาร Flavonoids 
ท่ีนํามาทดสอบ มีฤทธ์ิเสริมกับยาที่เช้ือเกิดการดื้อยานัน้ๆ นํามา treated ดวย ยานั้นๆ เดี่ยวๆ  สาร 
Flavonoids เดีย่วๆ  และสาร Flavonoids ผสมยานั้น โดยมี Control แลวนําไปเตรียมเพื่อดู Morphology 
เบ้ืองตน ดวย TEM, ทํา Electrophoresis, Outer membrane permeability และ Cytoplasmic membrane 
permeability (R. M. Richards, Xing, Gregory, & Marshall, 1995); 

- ฟลาโวนอยดท่ีมีความสามารถในการยบัยั้งเช้ือแบคทีเรีย และยาปฏิชีวนะท่ีมีความสามารถในการ
ยับยั้งเช้ือแบคทีเรียเม่ือใชรวมกับสารฟลาโวนอยด ถูกนํามาทดสอบกับเซลลแบคทีเรียเพ่ือนํามา
ตรวจวดัดวยกลอง TEM  
- เล้ียงเช้ือแบคทีเรียในอาหาร MHB สําหรับ MRSA หรือ NB สําหรับเช้ืออ่ืนๆ จากนั้นนาํไปเขยา
ใน water bath ดวยความเร็ว 100 oscillation/min ท่ี 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18 ช่ัวโมง 
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- นําเช้ือมาถายลงในอาหารหลอดใหม MHB สําหรับ MRSA หรือ NB สําหรับเช้ืออ่ืนๆ และเขยา
ใน water bath ดวยความเร็ว 100 oscillation/min ท่ี 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 4 ช่ัวโมง ใหไดเช้ือ
ชวง log phase 

  - จากนั้น ปรับความเขมขนเซลลในน้ําเกลือ 0.9% ใหไดเทากับ 5x106 cfu/ml  
 - นําเซลลท่ีความเขมขน 5x106 cfu/ml ปริมาตร 40 ml มาใสในหลอดที่บรรจุอาหาร MHB สําหรับ 

MRSA, หรือ NB สําหรับเช้ืออ่ืนๆ เล้ียงเช้ือปริมาตร 360 ml ท่ีบรรจุฟลาโวนอยดหรือยาปฏิชีวนะ
เดี่ยวๆ และในอาหารท่ีเติมฟลาโวนอยดและยาปฏิชีวนะรวมกัน และนําไปเขยาใน water bath ดวย
ความเร็ว 100 oscillation/min ท่ี 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 4 ช่ัวโมง 

  - เซลลแบคทีเรียถูกเก็บเพื่อนําไปวิเคราะหดวยกลอง TEM 
6. Gel Electrophoresis; เพื่อทดสอบผลของยาปฏิชีวนะและฟลาโวนอยดท่ีมีตอ outer membrane และ 

peptidoglycan associated proterins ของเซลลแบคทีเรีย (R. M. Richards & Xing, 1993);  
- เล้ียงเช้ือแบคทีเรียในอาหาร MHB สําหรับ MRSA หรือ NB สําหรับเช้ืออ่ืนๆ จากนั้นนําไปบมท่ี 
37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18 ช่ัวโมง 
- นําเช้ือท่ีไดปริมาตร 8 ml มาเล้ียงในหลอดท่ีบรรจุอาหาร MHB สําหรับ MRSA, หรือ NB สําหรับ
เช้ืออ่ืนๆ ปริมาตร 192 ml จากนั้นนาํมาเขยาใน water bath ดวยความเร็ว 100 oscillation/min ท่ี 37 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 4 ช่ัวโมง ใหไดเช้ือชวง log phase 
- นําเช้ือในชวง log phase ปริมาตร 100 ml มาใสลงในหลอดอาหารท่ีบรรจุ MHB สําหรับ MRSA, 
หรือ NB สําหรับเช้ืออ่ืนๆ และเติมยาปฏิชีวนะ หรือฟลาโวนอยดลงไป หลอดท่ีไมมีการเติมยา
ปฏิชีวนะและฟลาโวนอยดใชเปนกลุม control จากนัน้นํามาเขยาใน water bath ดวยความเร็ว 100 
oscillation/min ท่ี 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 4 ช่ัวโมง 
- ทําการเก็บเซลลโดยปนเหวีย่งท่ี 6000g เปนเวลา 15 นาที ท่ี 4 องศาเซลเซียส และลางดวย HEPES 
buffer (10 mM, pH 6.8) 2 คร้ัง จากนั้นนําเซลลท่ีไดมาละลายในน้ํากล่ัน 10 ml  
- ทําใหเซลลแตกโดยการ sonication (3 x 60 s กับ 30 s cooling period ระหวางแตละรอบ) ท่ี 4 
องศาเซลเซียส เซลลท่ีไมแตกถูกท้ิงไปโดยการ centrifuge ท่ี 5000 g ท่ี 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 
นาที 
- sodium N-lauroyl sarconinate (Sarkosyl) 20% (W/V) ปริมาตร 1 ml ถูกเติมลงใน supernatant 
จากนั้นบมไวท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 30 นาที สวนของ supernatant ท่ีใสแสดงใหเห็นถึงสวนของ 
cytoplasmic membrane 
- outer membrane และ peptidoglycan ถูกเก็บโดยการ centrifuge ท่ี 40000g เปนเวลา 60 นาที 
จากนั้นนํามาลางดวยน้ํากล่ันท่ีเติม PMSF 2 ml/ml 2 รอบ  
- น้ําหนกัของ outer membrane (25 mg) และโปรตีนบน peptidoglycan ท่ีสกัดออกมาถูกนํามา
ละลายอีกคร้ังใน น้ํากล่ันท่ีเติม 2 mg/ml PMSF และเกบ็ไวท่ี -70 องศาเซลเซียส (Markwell, 1978; 
R. M. E. Richards, & Xing, Z.J., 1996; Williams, 1991);  
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- Bovine serum albumin ถูกใชเปนโปรตีน มาตรฐาน กอนนํามาวเิคราะหดวย SDS-PAGE ให
ละลายโปรตีนท่ีสกัดออกมาดวย buffer โปรตีนท่ีสกัดออกมาสามารถนํามาเก็บไวไดนานกวา 2 
เดือน 

7.   SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE); ใช 5% stacking gel และ 15% separating gel 
- อัตราสวนของ OM-PG associated protein ท่ีสกัดได : buffer สําหรับการทดลองในขั้นท่ี 1 50ul : 
50ul และการทดลองในข้ันท่ี 2 250ul : 50ul ถูกผสมเขาดวยกัน 
- OM-PG associated protein ในแตละตัวอยางถูกนํามาวิเคราะหดวย Coosmassie Brilliant Blue 
staining (Voet, 1995). Sample buffer ประกอบดวย 0.125 M Tris-hydrochloride buffer (pH 6.8), 
0.04 M Na2EDTA, 4% (w/v) bromophenol blue และตมเปนเวลา 5 นาที 
- OM-PG associated protein ท่ีสกัดได ถูกนํามาผสมกับ buffer (อัตราสวน 1:1 และ 5:1 สําหรับการ
ทดลองข้ันท่ี 1 และ 2 ตามลําดับ) ถูกนํามา load ลงบน stacking gel 
- electrophoresis ถูกใชท่ี 8 mA สําหรับ stacking gel และ 15 mA สําหรับ separating gel เพื่อให
ไดผลท่ีดีท่ีสุด 
- หลังจากนั้น นํา gel มายอมสีดวย Boomassie Brilliant Blue 1 ช่ัวโมง (Gersten, 1996). ท่ี
อุณหภูมิหอง จากนั้นนํามา de-stain รอบแรกดวย  45% (v/v) ethanol และ 10% (v/v) acetic acid 
และ de-stain รอบสุดทายดวย 7% (v/v) acetic acid โดยโปรตีนท่ีใชเปน standard มีน้ําหนกัโมเลกุล
ดังนี้ myoglobi (17,200), carbonic anhydrase (30,000), ovalbumin (42,700), albumin (66,250) และ 
ovotransferrin (76,000-78,000) (Gersten, 1996; R. M. E. Richards, & Xing, Z.J., 1996).   

8.   Enzyme assays; ใชวิเคราะหความสามารถในการ hydrolyze ยา benzylpenicillin โดยใชเอ็นไซม β-
lactamase ท่ีไดจากเช้ือ B. cereus และ E. cloacae 

-  ฟลาโวนอยดถูกบมไวดวยกันกับเอ็นไซมใน 50 mM sodium phosphate buffer (pH 7.0) ท่ี 37 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที กอนเติมสารต้ังตน และ methanol : acetic acid (100:1) ถูกใชเปน
ตัว stop reaction และ HPLC ถูกใชเปนเคร่ืองมือในการวิเคราะหโดยใช acetronitrile/acetate เปน 
mobile phase (Reading, 1983)  

9.    Outer Membrane (OM) permeability; ใชเพื่อตรวจวัดความสามารถของฟลาโวนอยดและยา
ปฏิชีวนะท่ีมีผลตอ OM permeability; 

- เล้ียงเช้ือแบคทีเรียในอาหาร MHB สําหรับ MRSA หรือ NB สําหรับเช้ืออ่ืนๆ ปริมาตร 100 ml 
จากนั้นนําไปบมท่ี 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18 ช่ัวโมง 
- นําเช้ือท่ีไดปริมาตร 2 ml มาเล้ียงในหลอดท่ีบรรจุอาหาร MHB สําหรับ MRSA หรือ NB สําหรับ
เช้ืออ่ืนๆ ปริมาตร 98 ml จากนั้นนํามาเขยาใน water bath ดวยความเร็ว 100 oscillation/min ท่ี 37 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 4 ช่ัวโมง ใหไดเช้ือชวง log phase 

- นําเช้ือปริมาตร 10 ml ในชวง log phase มาเล้ียงในหลอดท่ีบรรจุอาหาร MHB สําหรับ MRS 
หรือ NB สําหรับเช้ืออ่ืนๆ ปริมาตร 90 ml ซ่ึงมีการเติมยาปฏิชีวนะและสารฟลาโวนอยดลงไป 
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- เก็บเซลลโดยนําไป centrifuge ท่ี 4000 r.p.m. เปนเวลา 10 นาที และลางออกดวยน้ําเกลือ 0.9% 
ปริมาตร 10 ml 2 คร้ัง 
- นําเซลลมาละลายใน sodium phosphate buffer และปรับใหมีคาการดดูกลืนแสงหรือ OD ท่ี 500 
nm ใหเทากับ 0.1 ถึง 0.2 
- เติม TTX-100 ใหไดความเขมขนสุดทายเทากับ 300 ug/ml หลอดท่ีไมมีการเติม TTX-100 ใหเปน
กลุม control 
- วัดการลดลงของคา OD ในชวงเวลา 0, 30, 60, 90, 120 นาที ตามลําดับ (Marri, 1996)  

10.   Cytoplasmic Membrane permeability; ข้ันตอนในการเตรียมตัวอยางเพ่ือนํามาวิเคราะหเหมือนกับ
การเตรียมตัวอยางการทํา OM permeability จนถึงข้ันตอนของการเติมยาปฏิชีวนะและสารฟลาโว
นอยดและนําไปบม ท่ีเวลา 0, 1, 2, 3, 4, 5 ช่ัวโมง เช้ือปริมาตร 0.5 ml ถูกนําออกมาเจือจางดวย buffer 
(0.06 M Na2HPO4, 0.04M NaH2PO4, 0.01M KCL, 0.001M MgSO4, และ 0.05M β–mercaptoethanol 
pH 7.0) จากนัน้วัดการทํางานของเอ็นไซม betagalactosidase โดยใช ONPG (Marri, 1996; Miller, 
1972); 

- เซลลท่ีถูกเจือจางดวย buffer ถูกนํามาวดัคา OD ท่ี 600 nm. จากนัน้เติม ONPG (4 mg/ml) 
ปริมาตร 0.2 ml และเขยา 2-3 วินาที จากนั้นนําไปบมท่ี 37 องศาเซลเซียส กลุม positive control ใช 
toluene 50 ul/ml (Jackson, 1965; Miller, 1972) 

 - ทําการ stop reaction โดยการเติม 1 M Na2CO3 ปริมาตร 1 ml สังเกตการณเปล่ียนสี 
 - วัดคา OD ท่ี 420 และ 550 nm. ของแตละหลอด          
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บทที่  3 ผลการวิเคราะหขอมูล 
 

ผลการวิจัย  

1. Bacterial suspensions viable count absorption standard curve 
ผลการทํา Bacterial suspension viable count absorption standard curve ของเช้ือดื้อยา E. coli 

DMST 20662, MRSA และ E. cloacae DMST 21394 และเช้ือท่ีไวตอยา ASEnC, E. coli ATCC 25922, S. 
aureus ATCC 29213 แสดงดังรูปท่ี 1 ถึง 6 ตามลําดับ 
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รูปท่ี 1 Suspension standard curve ของเช้ือ E. coli DMST 20662 
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รูปท่ี 4 Suspension standard curve ของเช้ือ E. cloacae DMST 21394 

 

 

Absorption of bacterial suspension viable count standard curve of
Ceftazidime - resistant E. cloacae DMST 21394

Absorption at 500 nm.

รูปท่ี 2 Suspension standard curve ของเช้ือ E. cloacae DMST 21394 

 

 

 

 
Figure 3  Standard curves for suspensions of  MRSA. 

 

 

 

 

รูปท่ี 3 Suspension standard curve ของเช้ือ MRSA 
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รูปท่ี 4 Suspension standard curve ของเช้ือ ASEnC 
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รูปท่ี 5 Suspension standard curve ของเช้ือ E. coli ATCC 25922 
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Absorption of bacterial suspension viable count standard curve of
S. aureus ATCC 29213 (drug-sensitive)
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รูปท่ี 6 Suspension standard curve ของเช้ือ S. aureus ATCC 29213 
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2.  MICs determination     
 ตารางท่ี 1 ตารางสรุปคา MICs ของยา amoxicillin, ceftazidime และสารฟลาโวนอยดในการยับยั้งเช้ือ       
E. coli DMST 20662 and E. cloacae DMST 21394 

 
 Amoxicillin Ceftazidime Baicalein Quercetin Luteolin Apigenin 

E. coli DMST 20662   > 1000 - 170 120 200 150 
E. cloacae DMST 21394   - 100 320 90 130 180 

 
 

ตารางท่ี 2 ตารางสรุปคา MICs ของยา ampicillin, ceftazidime และ cloxacillin และสารฟลาโวนอยดในการ
ยับยั้งเช้ือ MRSA, CREnC และ ASEnC 
 

 ampicillin ceftazidime cloxacillin baicalein apigenin luteolin quercetin 

MRSA 100 50 >1000 >400 >400 >400 >400 

CREnC >1000 >1000 >1000 >400 >400 >400 >400 

ASEnC 6 10 80 >400 >400 >400 >400 

 

ผลการทํา MICs ของเช้ือ E. coli DMST 20662 และ E. cloacae DMST 21394   ท่ีผานการทดสอบ
ดวยฟลาโวนอยดและยาปฏิชีวนะแสดงดังตารางท่ี 1 คา MICs ของ baicalein, quercetin, luteolin และ 
apigenin สามารถยับยั้งเช้ือ E. coli DMST 20662 ไดท่ี MICs เทากับ 170, 120, 200 และ 150 ug/ml 
ตามลําดับ แต เม่ือทดสอบกับ amoxicillin พบวาเช้ือดือ้ตอยา ซ่ึงไดคา MICs ของยา amoxicillin >1000 
ug/ml สวนเชือ้ E. cloacae DMST 21394  สามารถดื้อตอยา ceftazidime ท่ี MICs 100 ug/ml และ MICs ของ 
baicalein, quercetin, luteolin และ apigenin สามารถยับยั้งเช้ือ E. cloacae DMST 21394  ไดท่ี MICs เทากับ 
320, 90, 130 และ 180 ตามลําดับ 

 ผลการทํา MICs ของเช้ือ MRSA, CREnC และ ASEnC ท่ีผานการทดสอบดวยฟลาโว
นอยดและยาปฏิชีวนะแสดงดังตารางท่ี 2 เช้ือท่ีผานการทดสอบดวยฟลาโวนอยดท้ังหมด (baicalein, 
apigenin, luteolin and quercetin) ไมพบวาสามารถยับยั้งเช้ือ MRSA, CREnC and ASEnC ท่ี MICs > 400 
ug/ml และพบวาเช้ือ CREnC สามารถดื้อตอการทดสอบดวยยาในกลุมβ- lactam (ampicillin, cloxacillin 
and ceftazidime) ท่ี MICs >1,000 ug/ml สวนเชื้อ MRSA สามารถดื้อตอยา ceftazidime, ampicillin และ 
cloxacillin MICs of 50, 100 and > 1,000 ug/ml ตามลําดับและเช้ือ ASEnC พบวาดือ้ตอยา ceftazidime and 
cloxacillin เชนกัน แตพบวา ASEnC ไวตอยา ampicillin 
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3.  Checkerboard determinations   
 Isobolograms ท่ีไดจากการทํา checkerboard MIC แสดงดังรูปท่ี 7 ถึง 18 และตางรางสรุปผลการทํา 
isobolograms แสดงดังตารางท่ี 3 ถึง 7  
      

E.coli DMST 20662
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Apigenin (ug/ml)
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รูปท่ี 7 แสดง Isobologram จากการทํา checkerboard ของ amoxicillin (μg/ml) + apigenin (μg/ml) ในการ
ยับยั้งเช้ือ E. coli DMST 20662 
 

E.coli DMST 20662
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รูปท่ี 8 แสดง Isobologram จากการทํา checkerboard ของ amoxicillin (μg/ml) + luteolin (μg/ml) ในการ
ยับยั้งเช้ือ E. coli DMST 20662 
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E.coli DMST 20662
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รูปท่ี 9 แสดง Isobologram จากการทํา checkerboard ของ amoxicillin (μg/ml) + quercetin (μg/ml) ในการ
ยับยั้งเช้ือ E. coli DMST 20662 
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รูปท่ี 10 แสดง Isobologram จากการทํา checkerboard ของ ceftazidime (μg/ml) + apigenin (μg/ml) ในการ
ยับยั้งเช้ือ E. cloacae DMST 21394 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 19
 

 

 

 

 

 

 

 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140
0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

110
Ceftazidime (ug/ml)

E. cloacae DMST 21394

Luteolin (ug/ml)

รูปท่ี 11 แสดง Isobologram จากการทํา checkerboard ของ ceftazidime (μg/ml) + luteolin (μg/ml) ในการ
ยับยั้งเช้ือ E. cloacae DMST 21394 
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รูปท่ี 12 แสดง Isobologram จากการทํา checkerboard ของ ceftazidime (μg/ml) + quercetin (μg/ml) ใน
การยับยั้งเช้ือ E. cloacae DMST 21394 
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 MRSA
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รูปท่ี 13 แสดง Isobologram จากการทํา checkerboard ของ ampicillin (μg/ml) + apigenin (μg/ml), 
ampicillin (μg/ml) + baicalein (μg/ml), ampicillin (μg/ml) + luteolin (μg/ml)   ในการยับยั้งเช้ือ MRSA 
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รูปท่ี 14 แสดง Isobologram จากการทํา checkerboard ของ cloxacillin (μg/ml) + baicalein (μg/ml), 
cloxacillin (μg/ml) + luteolin (μg/ml)   ในการยับยั้งเช้ือ MRSA 
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 MRSA
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รูปท่ี 15 แสดง Isobologram จากการทํา checkerboard ของ ceftazidime (μg/ml) + quercetin (μg/ml), 
ceftazidime (μg/ml) + baicalein (μg/ml), ceftazidime (μg/ml) + luteolin (μg/ml)   ในการยับยั้งเช้ือ 
MRSA 
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รูปท่ี 16 แสดง Isobologram จากการทํา checkerboard ของ ampicillin (μg/ml) +apigenin (μg/ml), 
ampicillin (μg/ml) + luteolin (μg/ml)   ในการยับยั้งเช้ือ CREnC 
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 CREnC
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รูปท่ี 17 แสดง Isobologram จากการทํา checkerboard ของ cloxacillin (μg/ml) + apigenin (μg/ml)   ในการ
ยับยั้งเช้ือ CREnC 
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รูปท่ี 18 แสดง Isobologram จากการทํา checkerboard ของ ceftazidime (μg/ml) + apigenin (μg/ml), 
ceftazidime (μg/ml) + luteolin (μg/ml)   ในการยับยั้งเช้ือ CREnC 

 
กราฟ isobologram ท่ีไดจากการทํา checkerboard MIC แสดงผลการเสริมฤทธ์ิกันระหวางฟลาโว

นอยดกับยาปฏิชีวนะในกลุม β- lactam  ในการยับยั้งเช้ือ E. coli, MRSA และ CREnC 
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ตารางท่ี 3 แสดงผล FICs ท่ีไดจากการทํา checkerboard ของ quercetin, luteolin และ apigenin, 
kaempferol และ clavulanic acid เม่ือใชรวมกับยา amoxicillin ในการยบัยั้งเช้ือ E. coli DMST 20662 
 

                                     E. coli DMST 20662  Antibacterial 
combination MIC (μg/ml) MIC(A+B) FIC Type of interaction 
Quercetin 120 90 
Amoxicillin >1000 100 

<0.85 Synergy or no interaction 

Luteolin 200 90 
Amoxicillin >1000 30 

<0.47 Synergy 

Apigenin 150 90 
Amoxicillin >1000 20 

<0.62 Synergy or no interaction 

Kaempferol 500 40 
Amoxicillin >1000 10 

<0.09 Synergy  

Clavulanic acid >128 >128 
Amoxicillin >1000 >1000 

2.0 no interaction 

 

ตารางท่ี 4 แสดงผล FICs ท่ีไดจากการทํา checkerboard ของ quercetin และ clavulanic acid เม่ือใชรวมกบัยา 
amoxicillin ในการยับยั้งเช้ือ E. coli DMST 20662 
 

                                     E. coli DMST 25922  Antibacterial 
combination MIC (μg/ml) MIC(A+B) FIC Type of interaction 
Quercetin 100 N/D 
Amoxicillin 4 N/D 

N/D N/D 

Clavulanic acid 6 0.2 
Amoxicillin 4 0.6 

0.15 Synergy 
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ตารางท่ี 5 แสดงผล FICs ท่ีไดจากการทํา checkerboard ของ quercetin, luteolin และ apigenin 
เม่ือใชรวมกับยา ceftazidime ในการยับยั้งเช้ือ E. cloacae DMST 21394 

                                     E. cloacae DMST 21394  Antibacterial 
combination MIC (μg/ml) MIC(A+B) FIC Type of interaction 
Quercetin 90 30 
Ceftazidime 100 50 

<0.83 no interaction 

Luteolin 130 60 
Ceftazidime 100 30 

0.76 No interaction 

Apigenin 180 20 
Ceftazidime 100 20 

0.36 Synergy  

 

ตารางท่ี 6  แสดงผล FICs ท่ีไดจากการทํา checkerboard ของ quercetin, baicalein และ clavulanic acid เม่ือ
ใชรวมกับยา ceftazidime ในการยับยั้งเช้ือ S. aureus ATCC 29213 

                                     S. aureus ATCC 29213  Antibacterial 
combination MIC (μg/ml) MIC(A+B) FIC Type of interaction 
Quercetin >200 N/D 

ceftazidime 0.12 N/D 

N/D 

N/D 

N/D 

N/D 

baicalein >300 N/D 

ceftazidime 0.12 N/D 

N/D 

N/D 

N/D 

N/D 

Clavulanic acid 4 N/D 

ceftazidime 0.12 N/D 

N/D N/D 
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ตารางท่ี 7 แสดงผล FICs ท่ีไดจากการทํา checkerboard ของ quercetin, baicalein และ 
clavulanic acid เม่ือใชรวมกบัยา methicillin, ampicillin, amoxicillin, cloxacillin, penicillin G และ 
ceftazidime ในการยับยั้งเช้ือ S. aureus DMST 20651 (MRSA) 

S. aureus 20651 (MRSA) Antibacterial 
combination MIC (μg/ml) MIC(A+B) FIC Type of interaction 
Methicillin  >1000 - -  
  Quercetin >400 20+5 <0.03 Synergy  
  Baicalein >400 20+15 <0.06 Synergy  
Ampicillin >1000 - -  
  Quercetin >400 15+5 <0.03 Synergy  
  Baicalein >400 15+10 <0.05 Synergy  
Amoxicillin 250 - -  
  Quercetin >400 10+5 <0.05 Synergy  
  Baicalein >400 10+10 <0.07 Synergy  
 Clavulanic acid >128 250+>128 2 No interaction 
Cloxacillin >1000 - -  
  Quercetin >400 10+5 <0.02 Synergy  
  Baicalein >400 10+5 <0.02 Synergy  
Penicillin G 250 - -  
  Quercetin >400 10+5 <0.05 Synergy  
  Baicalein >400 10+15 <0.08 Synergy  
Ceftazidime 50 - -  
  Quercetin >400 5+5 <0.11 Synergy  
  Baicalein >400 5+5 <0.11 Synergy  
 Clavulanic acid >128 50+>128 2 No interaction 
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4.  Viable counts  
      E. coli DMST 20662: เม่ือนําเช้ือ E. coli DMST 20662 ในชวง log phase มาทดสอบดวย 
Amoxicillin 100 μg/ml เดี่ยวๆพบวาเช้ือมีจาํนวนเพ่ิมข้ึนจาก  5x105 cfu/ml ในชวง 5 ช่ัวโมง. กลุมท่ีทดสอบ
ดวย quercetin, luteolin and apigenin at 100 μg/ml พบวาท่ี 2 ถึง 5 ช่ัวโมง เช้ือมีปริมาณลดลง และลดลง
อยางชัดเจนใจชวง 5 ถึง 24 ช่ัวโมง มากไปกวานั้นแลวเม่ือถูกนํามาทดสอบดวยสารผสมระหวาง 
amoxicillin 30 μg/ml กับ amoxicillin 100 μg/ml กับ quercetin 90 μg/ml, amoxicillin 30 μg/ml กับ 
luteolin 90 μg/ml, amoxicillin 20 μg/ml กับ apigenin 90 μg/ml ทําใหปริมาณเช้ือลดลงในชวง 2 ถึง 5 
ช่ัวโมง และลดลงเพ่ิมข้ึนอยางชัดเจนต้ังแต 5 ถึง 24 ช่ัวโมง (รูปท่ี 19) 
    E. cloacae DMST 21394 : จากรูปท่ี 20    เช้ือ E. cloacae DMST 21934 ท่ี 5x105 cfu/ml ในชวง log 
phase เม่ือถูกทดสอบดวย ceftazidime 20 μg/ml, apigenin 10 μg/ml หรือ luteolin 10 μg/ml ในชวง 5 
ช่ัวโมงแรก มีจํานวนลดลงเม่ือเปรียบเทียบกับกลุม control อยางไรกต็ามเม่ือใชสารผสมระหวาง 
ceftazidime 20 μg/ml กับ apigenin 10 μg/ml, ceftazidime 20 μg/ml กับ luteoin  10 μg/ml ลดลงอยาง
ชัดเจนในชวง 2 ถึง 4 ช่ัวโมง และลดลงอยางตอเนื่องหลังจาก 4 ช่ัวโมงถึง 24 ช่ัวโมง 
     MRSA : ผลการทํา killing curve ของเช้ือ MRSA ท่ีถูกทดสอบดวยยาปฏิชีวนะเดี่ยวๆ และยาปฏิชีวนะ
ใชรวมกับฟลาโวนอยด แสดงดังรูปท่ี 21 และ 22 กลุม control ของ MRSA พบวาเซลลไมมีการลดจํานวนลง
เม่ือทําการนับจํานวนโคโลนี  รูปท่ี 21 แสดง ampicillin, cloxacillin และbaicalein ท่ี 50 μg/ml เม่ือใช
เดี่ยวๆ พบวามีผลตอการเจริญของเช้ือเพียงเล็กนอยเม่ือเทียบกับกลุม control และ baicalein ท่ี 10 μg/ml เม่ือ
ถูกใชรวมกับ ampicillin ท่ี 10 μg/ml หรือ cloxacillin ท่ี 10 μg/ml สามารถลดการเจริญของเช้ือไปท่ี 5x102 
cfu/ml สําหรับ MRSA ท่ี 6 ช่ัวโมง และลดลงตํ่ากวาคาต่ําสุดท่ี 103 cfu/ml ท่ีเวลา 24 ช่ัวโมง รูปท่ี 22 แสดง
การนับจํานวนเช้ือ MRSA มีจํานวนลดลงเม่ือถูกทดสอบดวย ceftazidime 30 μg/ml, quecertin (50 μg/ml) 
หรือ baicalein (50 μg/ml) เดี่ยวๆ เม่ือเปรียบเทียบกับกลุม control ในระหวางชวงเวลาท่ี 6 ถึง 24 ช่ัวโมง 
และเม่ือใชสารผสมระหวาง Ceftazidime  (10 μg/ml) และ baicalein (10 μg/ml) หรือ quecertin (20 
μg/ml) ท่ีเวลามากกวา 6 ช่ัวโมง สามารถลดจํานวนเช้ือลงไปท่ี 5x102 cfu/ml และท่ี 24 ช่ัวโมง เช้ือก็ไม
สามารถกลับมาโตไดอีก 
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Viable count of E.coli DMST 20662 plus amoxicillin and selected flavonoids

Time (h)
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+Amoxi(100)
+Que(100)
+Lut(100)
+Api(100)
+Amox(100)+Que(90)
+Amox(30)+Lut(90)
+Amox(20)+Api(90) 

รูปท่ี 19 ผลการทํา viable count ของเช้ือ E. coli DMST 20662 ภายหลังทดสอบกับยา amoxicillin, 
quercetin, luteolin, apigenin เดี่ยวๆ และเม่ือใชฟลาโวนอยดรวมกับยา amoxicillin  

 

 

 

 

 

 

 

 

Viable count of E. cloacae  DMST 21394 plus ceftazidim e and/or selected flavonoids
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CREC (control) 
+Cef(20)
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+Lut(10)
+Cef(20)+Lut(10)
+Cef(20)+Api(10)

รูปท่ี 20 ผลการทํา viable count ของเช้ือ E. cloacae DMST 21394 ภายหลังทดสอบกับยา ceftazidime, 
luteolin, apigenin เดี่ยวๆ และเม่ือใชฟลาโวนอยดรวมกบัยา ceftazidime  
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Viable count of MRSA plus cloxacillin, ampicillin and/or baicalein
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รูปท่ี 21 ผลการทํา viable count ของเช้ือ MRSA ภายหลังทดสอบกับยา cloxacillin, ampicillin, baicalein 
เดี่ยวๆ และเม่ือใชฟลาโวนอยดรวมกับยา cloxacillin และ ampicillin 
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Log viable count of MRSA plus ceftazidime and/or selected flavonoids
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รูปท่ี 22 ผลการทํา viable count ของเช้ือ MRSA ภายหลังทดสอบกับยา ceftazidime, quercetin, baicalein 
เดี่ยวๆ และเม่ือใชฟลาโวนอยดรวมกับยา ceftazidime  
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5.  Transmission Electronmicroscopy (TEM) method 
     รูปท่ี 23a แสดงภาพเซลลของ E. cloacae DMST 21394 ในชวง log phase ท่ีมีรูปรางปกติ จากรูปแสดง 
outer membrane และ cytoplasmic membrane สามารถถูกสรางข้ึนไดและสามารถเห็น ribosomes จํานวน
มากใน cytoplasm 
    รูปท่ี 23b แสดงภาพเซลลในชวง log phase ของเช้ือ E. cloacae DMST 21394 หลังจากทดสอบดวย 
ceftazidime 20μg/ml จากภาพแสดงชองวางขนาดใหญเกดิข้ึนระหวาง outer membrane และ cytoplasmic 
membrane 
    รูปท่ี 23c แสดงผลของเช้ือ E. cloacae DMST 21394 หลังจากทดสอบดวยสารผสมระหวาง ceftazidime 
10μg/ml และ luteolin 10 μg/ml จากภาพ แสดงรูปรางของเซลลท่ีผิดปกติและผนังเซลลท่ีถูกทําลาย ทําให 
organelles ตางๆในเซลลสูญเสียไป และเซลลสวนใหญมีลักษณะผนังเซลลผิดรูปและเซลลแตก 
    รูปท่ี 23d แสดงลักษณะเซลลในชวง log phase ของเช้ือ E. cloacae DMST 21394 หลังจากทดสอบดวย
สารผสมระหวาง ceftazidime 10 μg/ml และ apigenin 10 μg/ml อยางนอยท่ีสุด 1/3 ของเซลลเหลานี้แสดง
การแยกออกของผนังเซลลและ plasma membrane และสวนใหญตรวจพบการผิดรูปของผนังเซลล 
     รูปท่ี 24a แสดงภาพเซลลปกติในชวง log phase ของ E. coli DMST 20662 ซ่ึงผนังเซลลและ cytoplasmic 
membrane สามารถถูกสรางข้ึนได และแสดง ribosome บริเวณใกล cytoplasmic membrane จํานวนมากกวา
ตรงกลางเซลล 
     รูปท่ี 24b แสดงภาพเซลลในชวง log phase ของ E. coli DMST 20662 หลังทดสอบดวย amoxicillin 10 μ
g/ml พบวาบางเซลลมีชองวางขนาดใหญเกิดข้ึนระหวาง cytoplasmic membrane และ outer membrane และ
พบวา 1/3 ของเซลล มีจํานวน ribosome ภายใน cytoplasm นอยมาก 
    รูปท่ี 24c แสดงภาพเซลลในชวง log phase ของ E. coli DMST 20662 หลังทดสอบดวย 
 agenin 20 μg/ml จากภาพ แสดงลักษณะเซลลขนาดใหญและยาวเม่ือเทียบกับกลุม control และนอยกวา 
50% ของ E. coli DMST 20662 พบวาเซลลเกิดรูซ่ึงใหผลคลายกับกลุมท่ีถูกทดสอบดวย amoxicillin มากไป
กวานัน้พบวามีการแยกกันเปนสวนๆของ outer membrane ออกจาก cytoplasmic membrane แตเซลลไมได
มีการแตกออก 
    รูปท่ี 24d แสดงผลของการทดสอบดวยสารผสมระหวาง amoxicillin 10 μg/ml และ apigenin 20 μg/ml 
ในเช้ือ E. coli DMST 20662 เซลลสวนใหญแสดงการถูกทําลาย 

รูปท่ี 25a-c แสดงภาพเช้ือ E. coli DMST 20662 ภายหลังจากทดสอบดวย amoxicillin และ ฟลาโวนอยด
เดี่ยวๆ พบวา ผนังเซลลและ cytoplasmic membrane ถูกสรางข้ึนเปนปกปกติ และปริมาณ ribosome มี
ปริมาณมากอยูใน cytoplasm เทียบกับกลุม control  

รูปท่ี 25d แสดงภาพเช้ือ E. coli DMST 20662 เมื่อถูกทดสอบดวยสารผสมระหวาง amoxicillin 8 μg/ml 
และ kaempferol 30 μg/ml พบวาเกดิชองวางข้ึนระหวาง outer membrane และ cytoplasmic membrane อาจ
เนื่องมาจากโครงสรางของผนังเซลลและ cytoplasmic membrane ถูกทําลายและมีการสูญเสีย ribosome และ
องคประกอบภายในเซลล  

 

 

 

 

 

 

 

 



 31
รูปท่ี 26a-b แสดงภาพเซลลปกติในชวง log phase ของเช้ือ MRSA ผนังเซลลและ cytoplasmic 

membrane สามารถถูกสรางข้ึนได และพบ ribosome จํานวนมากใน cytoplasm แตภายหลังจากท่ีทดสอบ
ดวย cloxacillin 20 μg/ml พบวาเซลลบางเซลลมีขนาดใหญกวากลุม control  

รูปท่ี 26c แสดงภาพเซลล MRSA ท่ีถูกทดสอบดวย ampicillin 20 μg/ml พบวาบางเซลลเกิดชองวาง
ขนาดใหญระหวาง cytoplasmic membrane และผนังเซลล  

รูปท่ี 26d, 26e, 26f, 26gเม่ือใชสารผสมระหวาง baicalein 10 μg/ml กับ ampicillin หรือ cloxacillin ท่ี 10 
μg/ml ทดสอบกับเช้ือ MRSA พบวาจํานวน ribosome ใน cytoplasm มีปริมาณลดลง และเซลลสวนใหญมี
การสูญเสียองคประกอบภายใน cytoplasm เชน ribosomes และ chromosomes ซ่ึงแสดงใหเห็นวาลักษณะ
โครงสรางของเซลลถูกทําลายไปเชน ผนงัเซลลและรูปรางของเซลล และบางเซลลมีการแตกออก ยิ่งไปกวา
นั้น เม่ือใชสารผสมระหวาง ceftazidime 10 μg/ml และ baicalein หรือ quecertin 10 μg/ml สามารถทําให
โครงสรางภายในเซลล MRSA ถูกทําลายเชน ผนังเซลล และ ribosome และการสูญเสียองคประกอบภายใน 
cytoplasm ดวย  

รูปท่ี 27a-b แสดงภาพเซลลปกติในชวง log phase ของเช้ือ E. cloacae DMST 21394 (CREnC) พบวา 
outer membrane และ cytoplasmic membrane สามารถถูกสรางข้ึนได และพบ ribosome จํานวนมากใน 
cytoplasm ภายหลังจากถูกทดสอบดวย ceftazidime 20μg/ml พบวาเซลลมีการเกิดชองวางระหวาง outer 
membrane และ cytoplamic membrane  

รูปท่ี 27c-dแสดงใหเห็นวาเม่ือใชสารผสมระหวาง ceftazidime 10μg/ml และ luteolin หรือ apigenin  10 
μg/ml สามารถทําลายเช้ือ CREnC ได ซ่ึงเซลลจํานวนมากแสดงใหเหน็ถึงโครงสรางท่ีถูกทําลาย เชน ผนัง
เซลลและรูปรางของเซลล นอกจากนีย้ังมีการสูญเสียองคประกอบภายในเซลลจํานวนมาก และพบเซลล
จํานวนมากท่ีมีการแตกออกและผนังเซลลผิดรูปรางไป เช้ือ CREnC ภายหลังจากถูกทดสอบดวยสารผสม
ระหวาง ceftazidime 10 μg/ml และ apigenin 10 μg/ml พบวา ผนังเซลลเกิดการแยกออกจาก plasma 
membrane นอกจากนี้ยังพบผนังเซลลผิดรูปรางดวย  
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รูปท่ี 23 Ultrathin sections ในชวง log phase ของเช้ือ E. cloacae DMST 21394 จากรูปประกอบดวย: a, 
control; b, 20 μg/ml ceftazidime; c, 10 μg/ml ceftazidime + 10 μg/ml luteolin; d, 10 μg/ml ceftazidime + 
10 μg/ml apigenin 
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รูปท่ี 24 Ultrathin sections ในชวง log phase ของเช้ือ E. coli DMST 20662 จากรูปประกอบดวย: a, control; 
b, 10 μg/ml amoxicillin; c, 20 μg/ml apigenin; d, 10 μg/ml amoxicillin + 20 μg/ml apigenin 

 

รูปท่ี 25 Ultrathin sections ในชวง log phase ของเช้ือ E. coli DMST 20662 จากรูปประกอบดวย: a, control; 
b, 200 μg/ml amoxicillin; c, 100 μg/ml kaempferol; d, 8 μg/ml amoxicillin + 30 μg/ml kaempferol 
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รูปท่ี 26 Ultrathin sections ในชวง log phase ของเช้ือ S. aureus DMST 20651 (MRSA) จากรูป

ประกอบดวย: a, drug-free (control); b, 20 μg/ml cloxacillin;  c, 20 μg/ml ampicillin; d, 10  μg/ml 
cloxacillin + 10 μg/ml baicalein; e, 10 μg/ml ampicillin + 10 μg/ml baicalein; f, 10 μg/ml ceftazidime 
plus 10 μg/ml  baicalein; g, 10 μg/ml ceftazidime + 10 μg/ml quercetin 
 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 27 Ultrathin sections ในชวง log phase ของเช้ือ E. cloacae DMST 21394 (CREnC) จากรูป
ประกอบดวย: a, drug-free (control); b, 20 μg/ml ceftazidime; c, 10 μg/ml ceftazidime plus 10 μg/ml luteolin; 

d, 10 μg/ml ceftazidime plus 10 μg/ml apigenin.  
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6.  Gel  Electrophoresis     

   รูปท่ี 28 แถว ‘a’ แสดงแถบของโปรตีน marker จากภาพแสดงใหเหน็ MW ของโปรตีนเม่ือเปรียบเทียบ
กับตัวมาตรฐาน (Guttman, 1994; Tropp, 1997; Voet, 1995) ผลจากการทํา SDS-PAGE ของ OM-PG 
associated proteins ของเช้ือ E. coli DMST 20662 ท่ีถูกทดสอบดวยยาปฏิชีวนะหรือ ฟลาโวนอยด แสดงดัง
รูปท่ี 28แถว ‘b’ OM-PG associated protein ของเช้ือ E. coli DMST 20662 ในกลุม control แสดงแถบของ
โปรตีนจาก น้าํหนักโมเลกุลตํ่าๆ ท่ีตําแหนง MW 14.9 kDa ถึง น้ําหนกัโมเลกุลสูงๆ ท่ีตําแหนง MW 95.8 
kDa แถบของโปรตีนหลักๆ ถูกพบในตําแหนง MW 37.6 kDa          
       แถบของ OM-PG associated protein ของเช้ือ E. coli DMST 20662 หลังจากถูกทดสอบดวย amoxicillin 
10 μg/ml แสดงดังรูปท่ี 28 แถว ‘c’ แสดงใหเห็นวาไมมีการปรากฏของโปรตีนท่ีมีน้ําหนกัโมเลกุลสูงท่ี
ตําแหนง MW 95.8 kDa เม่ือเปรียบเทียบกับแถบโปรตีนท่ีมีน้ําหนักโมเลกุลตํ่ากวามีการแสดงแถบของ
โปรตีนชัดเจนท่ีตําแหนง MW 14.9, 17.5, 19.2 และ 20.9 kDa แสดงใหเห็นวา amoxicillin สามารถไป
รบกวนการสรางโปรตีนที่มีน้ําหนกัโมเลกลุสูงๆ และคลายกับวามีการรวบรวมโปรตีนที่มีน้ําหนกัโมเลกุล
ตํ่าๆ ซ่ึงใหผลสอดคลองกับการปรากฏแถบสีจางๆในตําแหนง MW 32.2, 47.6 และ 88.3 kDa และแถบท่ี
บางๆในตําแหนง MW 37.6 kDa เม่ือเปรียบเทียบกับแถบโปรตีนกับกลุม control 
      เม่ือทําการสกัด OM-PG associated protein ของเช้ือ E. coli DMST 20662 หลังถูกทดสอบดวย apigenin 
20 μg/ml แสดงดังรูปท่ี 28 แถว ‘d’  พบวา ไมมีการปรากฏของโปรตีนที่มีน้ําหนักโมเลกุลสูงๆ ท่ีตําแหนง 
MW 47.6 และ 95.8 kDa แถบสีจางๆของโปรตีนปรากฏท่ีตําแหนง MW 32.2 kDa, 55.3, 77.1 และ 88.3 kDa 
แตในทางตรงกันขาม แถบสีเขมของโปรตีนน้ําหนักโมเลกุลตํ่าถูกพบที่ตําแหนง MW 14.9, 17.5, 19.2 และ 
20.9 kDa ซ่ึงใหผลที่คลายกับผลของเซลลท่ีถูกทดสอบดวย amoxicillin ซ่ึงใหแถบสีเขมในตําแหนงโปรตีน
ท่ีแสดงน้ําหนกัโมเลกุลตํ่าๆ และคลายกบัวาโปรตีนน้ําหนักโมเลกุลตํ่ามีการรวมกนั และไมพบโปรตีนท่ีมี
น้ําหนกัโมเลกลุสูงๆ 
     แถบ OM-PG associated protein ของเช้ือ E. coli DMST 20662 หลังถูกทดสอบดวยสารผสมระหวาง 
amoxicillin 10 μg/ml และ apigenin 20 μg/ml แสดงใหเห็นถึงความแตกตางอยางชัดเจนเมื่อเปรียบเทียบ
กับกลุม control แถบของโปรตีนน้ําหนกัโมเลกุลสูงๆ สวนมากไมถูกพบที่ตําแหนง MW 47.6, 77.1 และ 
95.8 kDa มากไปกวานั้น แถบสีจางๆของท้ังโปรตีนท่ีมีน้ําหนักโมเลกุลปานกลาง และโปรตีนน้ําโมเลกุลสูง
ถูกพบที่ตําแหนง MW 32.2, 34.1, 36.1, 55.3, 82.3 และ 88.3 kDa และแถบสีเขมท่ีแสดงตําแหนงโปรตีน
น้ําหนกัโมเลกลุตํ่าๆถูกพบที่ตําแหนง MW 14.9, 17.5, 19.2 และ 20.9 kDa ซ่ึงใหผลท่ีคลายกับเซลลท่ีถูก
ทดสอบดวย amoxicillin เดีย่วๆ หรือ apigenin เดีย่วๆ การเสริมฤทธ์ิกันระหวางสารผสมของ amoxicillin 
และ apigenin สามารถไปลดจํานวนเซลลท้ังหมด แสดงดังรูปท่ี 25 และลดจํานวน OM-PG associated 
proteins แตอยางไรก็ตาม มีการเสริมฤทธ์ิกันระหวาง amoxicillin และ apigenin ซ่ึงนําไปสูการเปล่ียนแปลง
จํานวนของโปรตีนท่ีมีน้ําหนกัโมเลกุลตางๆกัน ซ่ึงผลคร้ังนี้แสดงใหเห็นวาไมมีการปรากฏของโปรตีนทีมี่
น้ําหนกัโมเลกลุปานกลางและน้ําหนักโมเลกุลสูงและมีการรวมกันของโปรตีนท่ีมีน้ําหนักโมเลกุลตํ่าๆ 
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รูปท่ี 28 SDS-PAGE แสดง outer membrane และ peptidoglycan associated protein ของเช้ือ E. coli DMST 
20662 กลุม control (lane b); 10 μg/ml amoxicillin (lane c); 20 μg/ml apigenin (lane d); 10 μg/ml 
amoxicillin + 20 μg/ml apigenin (lane e); marker proteins (kDa) (lane a) 
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7.   Enzyme assay   

a

Time (min)

0 10

B
en

zy
lp

en
ic

illi
n 

( μ
g/

m
l)

20
0

100

200

300

400

500

tectochrysin
6-chloro-7-methylflavone
apigenin
control

 
 
รูปท่ี 29 ความสามารถของฟลาโวนอยดในการยับยั้งเอ็นไซม β-lactamase ท่ีไดจาก B. cereus โดยการไป 
hydrolyze bezylpenicillin  
 

ความสามารถของฟลาโวนอยดในการยับยัง้การทํางานของเอ็นไซม β-lactamases มีความแตกตาง
กันอยางมาก รูปท่ี 29 แสดงภาพ 6-chloro-7-methylflavone ยับยั้งการทํางานของเอ็นไซม penicillinase type 
IV จากเช้ือ E. cloacae แตฟลาโวนอยดตวัอ่ืนไมพบความสามารถในการยับยั้งท่ีสามารถประเมินคาได จาก
ผลการทดลองแสดงใหเห็นวานอกจากฟลาโวนอยดจะไปมีผลตอโครงสรางเซลลและมีผลตอการแบงเซลล
แลว การทําใหเช้ือเกิดการดื้อยาแบบผันกลับของฟลาโวนอยดอาจมาจากการไปยับยัง้การทํางานของ
เอ็นไซม β-lactamase 
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รูปท่ี 30 ความสามารถของฟลาโวนอยดในการยับยั้ง β-lactamase โดยการไป hydrolyze bezylpenicillin. a. 
β-lactamase ท่ีไดจาก B. cereus. สัญลักษณแสดงฟลาโวนอยดท่ี 200 μg/ml; ∗, control (without 
flavonoids);  Δ, 6-chloro-7- methylflavone; , tectochrysin. b. β-lactamase ท่ีไดจาก E. cloacae 
สัญลักษณแสดงความเขมขนของ apigenin (μg/ml); ο, control (without apigenin); , 20;  , 40; , 
60; , 80; •, 100.    
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ความสามารถของฟลาโวนอยดในการยับยัง้ การทํางานของเอ็นไซม β-lactamases แสดงดังรูปท่ี 

30 พบวา apigenin สามารถยับยั้งการทํางานของ penicillinase type IV ได แสดงใหเห็นวานอกจากฟลาโว
นอยดจะมีผลโดยตรงตอโครงสรางของเซลลและการแบงเซลลแลว อาจชวยยับยั้งการดื้อยาแบบผันกลับ
ของเช้ือดวย โดยสามารถไปออกฤทธ์ิตอการทํางานของ β-lactamases 

8. Outer Membrane (OM) permeability 

ผลการทดสอบดวย Triton X-100 ในเชื้อ E. coli  

 ผลของ amoxicillin และ apigenin ตอ outer membrane ของเช้ือ E. coli DMST 20662 เม่ือใช Triton 
X-100 (TTX-100) เปน permeabilizing probe แสดงดังรูปท่ี 31 

 

 

 

 

 

 

 

 

Outer membrane permeability of E. coli DMST 20662
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รูปท่ี 31 Permeabilization ของเช้ือ E. coli DMST 20662 เมื่อถูกทดสอบดวย 10 μg/ml amoxicillin, 20 

μg/ml apigenin เดี่ยวๆ และเม่ือถูกใชรวมกนั  
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9.  Cytoplasmic Membrane (OM) permeability 
ตารางท่ี 8 แสดงผลของ β-galactosidase activity ของเช้ือ E. coli DMST 20662 ภายหลังถูกทดสอบดวย 
amoxicillin, apigenin และ amoxicillin + apeigenin 

 
Time Control amox Apig Amox 

+apig 
Positive control 
Toluene 50 μl/ml 
        A420 

A420 A550 

0h Neg Neg Neg Neg           +     -     - 
1h Neg Neg Neg Neg           +     -     - 
2h Neg Neg Neg Neg           +     -     - 
3h Neg Neg Neg Neg           +     -     - 
4h Neg Neg Neg Neg           +     -     - 
5h Neg Neg Neg Neg           +     -     - 

    Neg = No evidence of activity.  A420 = absorption at 420 nm. 
 
ตารางท่ี 9 β-galactosidase activity ของเช้ือ E. coli DMST 20662 ภายหลังถูกทดสอบดวย  
amoxicillin, kaempferol และ amoxicillin + kaempferol 
 

Time Control amox kaemp Amox 
+kaemp 

Positive control 
Toluene 50 μl/ml 
        A420 

A420 A550 

0h Neg Neg Neg Neg           +     -     - 
1h Neg Neg Neg Neg           +     -     - 
2h Neg Neg Neg Neg           +     -     - 
3h Neg Neg Neg Neg           +     -     - 
4h Neg Neg Neg Neg           +     -     - 
5h Neg Neg Neg Neg           +     -     - 

    Neg = No evidence of activity.  A420 = absorption at 420 nm. 
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บทที่ 4  
วิจารณและสรุปผลการทดลอง 

 
 เช้ือ E. coli DMST 20662 และ E. cloacae DMST 21394 ซ่ึงดื้อตอ ampicillin (MIC > 1000 ug/ml) 
และ ceftazidime (MIC > 1000 ug/ml) ตามลําดับ ฟลาโวนอยดท้ังหมดท่ีใชทดสอบไมแสดงผลตานเช้ือท้ัง 2 
ชนิด เม่ือถูกใชเดี่ยวๆ อยางไรก็ตามการการทดสอบพบวาการเสริมฤทธ์ิของสารผสมระหวางยาปฏิชีวนะใน
กลุม β-lactam กับสารฟลาโวนอยดในการยบัยั้งเช้ือ E. coli DMST 20662 และ E. cloacae DMST 21394 ใน
การทํา checkerboard ใหผลคา FIC indexes เทากับ <0.47, <0.62 เม่ือใชสารผสมระหวาง amoxicillin 30 
ug/ml  และ luteolin 90 ug/ml, amoxicillin 20 ug/ml  และ apigenin 90 ug/ml ในการยับยั้งเช้ือ E. coli 
DMST 20662 ยิ่งไปกวานั้น เช้ือ E. cloacae DMST 21394 ซ่ึงใหคา MIC ของยา ceftazidime เทากับ 100 
ug/ml ซ่ึงแสดงวาเช้ือมีการดือ้ยา แตเม่ือใชรวมกับ apigenin 20 ug/ml หรือ luteolin 60 ug/ml ทําใหเช้ือมีการ
ดื้อยาแบบผันกลับและใหคา MICs ของยา ceftazidime ลดลงเปน 20 และ 30 ug/ml ตามลําดับ  

จากผลการทํา checkerboard และ viable count ของเช้ือ MRSA ใหผลท่ีสอดคลองกับ lain (2000) 
ซ่ึงใหผลวา baicalin สามารถท่ีจะทําใหยาปฏิชีวนะในกลุม β-lactam มีความสามารถในการยับยั้งเช้ือ 
MRSA ไดอีก นอกจากนีย้ังใหผลท่ีสอดคลองกับ Sato (2004) โดยพบวา 6,7 dihydroxyflavone เสริมฤทธ์ิ
กับ ยาปฏิชีวนะในกลุม β-lactam ในการยบัยั้ง MRSA จาก 8 เทา ถึง 32,000 เทา ยิ่งไปกวานัน้ ฟลาโวนยัง
สามารถเสริมฤทธ์ิกับยาปฏิชีวนะในกลุม β-lactam ไดอีกหลากหลายในการยับยั้ง MRSA (Sato, 2004) 
 การทํา Viable count แสดงใหเห็นวา killing curve ของเช้ือ E. coli DMST 20662 เมื่อทดสอบกับ 
amoxicillin 30 ug/ml ถูกทําใหมีประสิทธ์ิภาพมากข้ึนโดย luteolin 90 ug/ml และ amoxicillin 20 ug/ml ก็
ใหผลเสริมฤทธ์ิกันกับ apigenin 90 ug/ml ในชวง 2 ช่ัวโมงแรก และตลอดจนถึง 24 ช่ัวโมง เม่ือใชสารผสม
ระหวาง ceftazidime 20 ug/ml และ luteolin หรือ apigenin 10 ug/ml ก็ใหผลในการลดจํานวนเช้ือ E. 
cloacae DMST 21394 จนถึงระดับตํ่าสุดท่ี 1x 103 cfu/ml ท่ีเวลามากกวา 6 ช่ัวโมง และจากการทดลองใหผล
ท่ีสอดคลองกับ ซ่ึง 6,7 dihydroxyflavone ใหผลเสริมฤทธ์ิกับยาในกลุม β-lactam ในการยับยั้งเช้ือ MRSA 
จาก 8 เทา เปน 32,000 เทา นอกจากนี้สารในกลุม flavone ยังสามารถเสริมฤทธ์ิกับยาในกลุม β-lactam ใน
การยับยั้งเช้ือ MRSA ได (Sato, 2004) 
 ผลจากการทํา TEM พบวา เม่ือใชสารผสมระหวาง ceftazidime 10 ug/ml และ luteolin หรือ 
apigenin 10 ug/ml ทําใหโครงสรางของเซลล E. cloacae DMST 21394 ถูกทําลาย โดยเซลลจํานวนมาก
แสดงใหเห็นถึงผนังเซลลและรูปรางของเซลลถูกทําลายและสามารถมองผาน cytoplasm ไดเนื่องจากมีการ
สูญเสียองคประกอบภายใน และนอกจากนี้พบวามีการแตกออกของเซลลและผนังเซลลผิดรูปรางไป รูปราง
ของ E. cloacae DMST 21394 ในชวง log phase ภายหลังจากทดสอบดวยสารผสมระหวาง ceftazidime 10 
ug/ml และ apigenin 10 ug/ml แสดงใหเห็นถึงการแยกออกของผนังเซลลและ plasma membrane และการ
ผิดรูปรางของผนังเซลลก็ถูกพบทั่วไปดวย ยิ่งไปกวานัน้เม่ือทําการตัดช้ินสวนบางๆของเซลล E. coli DMST 
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 ผลจากการทํา TEM ของเช้ือ MRSA พบวาใหผลท่ีสอดคลองกับ Eumkeb and Richards (2005) (G. 
Eumkeb, Richards, R.M.E.,, 2005) ซ่ึงแสดงใหเห็นวาฟลาโวนอยดไมเพียงแตมีความสามารถในการยับยั้ง
เช้ือท่ีดื้อตอยาปฏิชีวนะในกลุม β-lactam-resistant staphylococci แตยังสามารถทําใหยาปฏิชีวนะในช้ัน
แรกๆถูกนํากลับมาใชในการยับยั้งเช้ือไดอีก ซ่ึงฟลาโวนอยดอาจจะมีกลไกลในการออกฤทธ์ิดังน้ี โดยขอ
แรกไปมีผลตอผนังเซลลและการสราง septum ในชวงของการแบงเซลล ซ่ึงคลายกับวาจะไปมีผลตอการ
สรางโปรตีนซ่ึงประกอบดวย penicillin-binding proteins ดวย ขอสองกลไกลการทํางานของยาปฏิชีวนะใน
กลุม β-lactam จะตองผานการยับยั้งการทํางานของเอ็นไซม β-lactamase ท่ีแบคทีเรียสรางข้ึน ดังนั้นฟลา
โวนอยดจึงไปยับยั้งการผลิตและการหล่ัง β-lactamase (Yam, 1998). สารท่ีไปยับยัง้ β-lactamase จะออก
ฤทธ์ิคลาย clavulanic acid ท่ีมีความสําคัญตอการทําลายเช้ือท่ีดื้อตอยาในกลุม β-lactam ช่ึงสารเหลานี้จะ
ทํางานคลายกบัยาในกลุม β-lactam โดยมีการแชรโครงสรางหลักๆเพื่อจับกับ β-lactamase (Coulton, 
1994). การศึกษากอนหนาน้ีพบวา clavulanate สามารถกระตุนการแสดงออกของ β-lactamase และไดทํา
การเพิ่มความเขมขนของ clavulanate เพื่อติดตามผลการสราง β-lactamase (Stapleton, 1995; Tzouvelekis, 
1997). ซ่ึงแสดงใหเห็นวาสารท่ีสามารถไปยับยั้งการทํางานของ β-lactamase ไดก็นาจะมีกลไกลการออก
ฤทธ์ิท่ีเหมือนกับยาปฏิชีวนะในกลุมβ-lactam ดวย และการทดลองกอนหนานี้พบวาเม่ือใชฟลาโวนอยด

โดยปราศจากยาในกลุม β-lactam สามารถทําใหแบคทีเรียเกิดการดื้อยาแบบถอยกลับทําใหเช้ือดื้อยาได
ลดลง โดยผานกลไกลหลายกลไกลเน่ืองจากโครงรางฟลาโวนอยดไมเหมือนกับสารท่ีมีความสามารถใน

การกระตุนการสราง β-lactamase ซ่ึงยาปฏิชีวนะในกลุม β-lactam แบบดั้งเดิมไมเหมือนฟลาโวนอยด โดย
ไมสามารถทําใหเช้ือ MRSA มีการดื้อยาแบบถอยกลับได  
 ผลจากการทํา enzyme assay แสดงใหเหน็วา ไมเพียงแตจะไปมีผลโดยตรงตอโครงสรางเซลลและ
การแบงเซลลแลว ฟลาโวนอยดอาจไปมีผลตอการยับยั้งการทํางานของ β -lactamase ทําใหเช้ือมีการดื้อยา
ลดลง 
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 แถบท่ีแสดง OM-PG associated protein ของ เช้ือ E. coli DMST 20662 ท่ีทดสอบดวยสาร
ผสมระหวาง amoxicillin 10 ug/ml และ apigenin 20 ug/ml ใหผลที่แตกตางจากกลุม control โดยโปรตีน
สวนใหญท่ีเปนโปรตีนโมเลกุลสูงๆ ไมถูกพบ การเสริมฤทธ์ิกันของสารผสมระหวาง amoxicillin และ 
apigenin ไปลดจํานวนเซลลท้ังหมด และลดจํานวน OM-PG associated protein แตอยางไรก็ตาม การเสริม
ฤทธ์ิระหวาง amoxicillin และ apigenin สัมพันธกับการเปล่ียนแปลงปริมาณนํ้าหนักโมเลกุลของโปรตีน ซ่ึง
ผลจากการไมปรากฏโปรตีนน้ําหนักโมเลกุลสูงและน้ําหนักโมเลกุลปานกลาง และการรวมกนัของโปรตีน
น้ําหนกัโมเลกลุตํ่า ใหผลที่สอดคลองกับ Eumkeb (1999) (G. Eumkeb, 1999)โดยเม่ือสกัด OM-PG 
associated protein พบวาแถบของ OM-PG associated protein ภายหลังทดสอบดวย ½ MIC ของ ρABA 
พบวาไมมีการปรากฏของโปรตีนน้ําหนกัโมเลกุลตํ่าๆ และเหน็แถบสีจางๆและบางของโปรตีนท่ีมีน้ําหนกั
โมเลกุลตํ่าๆถึงน้ําหนกัโมเลกุลปานกลาง PABA ซ่ึงเปนกรดออนๆ เม่ือใชท่ีความเขมขนสูงๆ อาจไปมีผล
โดยตรงตอ peptidoglycan ซ่ึงประกอบดวยโปรตีนท่ีมีน้ําหนักโมเลกุลตํ่าๆ ซ่ึงเปนผลโดยตรงจากการทํางาน
ของ antifolate ใน  ρABA 
 รูปท่ี 31 แสดงผลของ amoxicillin 10 ug/ml และ apigenin 20 ug/ml ในการยับยั้งเช้ือ E. coli DMST 
20662 โดยไปเปล่ียนความสามารถในการเลือกผานของ OM เม่ือถูกทดสอบดวยสารเดี่ยวๆหรือใชรวมกนั 
แตผลจากการใชเดีย่วๆใหผลนอยกวาการใชสารผสม การศึกษากอนหนานี้พบวา ctxA ไปเปล่ียน outer และ 
inner membrane ของเช้ือ E. coli K-12 (Marri, 1996) เม่ือใช Triton X-100 เปน permeabilizing probe 
 ผลจากการใชสารผสมระหวาง amoxicillin 10 ug/ml และ apigenin 20 ug/ml ตอ cytoplasmic 
membrane โดยตรวจวดัจากเอ็นไซม β-galactosidase ซ่ึงผลแสดงดังตารางท่ี 4 แสดงการเพ่ิมข้ึนของ β-
galactosidase เม่ือเวลาในการทดสอบดวย amoxicillin, apigenin และสารผสมระหวาง amoxicillin และ 
apigenin เพิ่มข้ึน ซ่ึงผลนั้นก็อาจสรุปไดวา amoxicillin, apigenin และสารผสมระหวาง amoxicillin และ 
apigenin ไปเปล่ียนแปลงการเลือกผานของ cytoplasmic membrane ของเช้ือ E. coli DMST 20662 ซ่ึงผลนี้
สามารถอธิบายไดวา cytoplamic membrane มีคุณสมบัติเปนเยื่อเลือกผานท่ีมีความจาํเพาะสูง และเกี่ยวของ
กับความเขมขนของการ metabolite สารภายในเซลลและการขับของเสียของเซลล โครงสรางท่ัวไปของ 
membrane เปน phospholipid bilayer โปรตีนหลักๆท่ีอยูในเยื่อหุมมีความเปน hydrophobic สูงเนื่องจาก
ภายนอกเปนตําแหนงของโปรตีนเช่ือมกับสาย fatty acid ซ่ึงมีความเปน non-polar สูง (Brock, 1994; Tropp, 
1997) การศึกษากอนหนาน้ีพบวาโปรตีนของเช้ือ E. coli ท่ีถูกละลายดวย Sarkosyl ถูกจําแนก ระหวาง
ทดสอบดวย sarkosyl พบ Mg2+ เปนบางสวนซ่ึงเปนการปองกัน cytoplasmic membrane จากการไมละลาย
ใน sarkosyl (Filip, 1973) outer membrane เปนตําแหนงท่ีมีโปรตีนพื้นฐานอยูจํานวนมากและถูกจาํแนกโดย
ใชโปรตีนโครงสรางหลักๆท่ีมีน้ําหนกัโมเลกุลประมาณ 44 kDa (Schnaitmann, 1971) 
 จากผลการทดลองแสดงใหเห็นวาฟลาโนอยดไมเพียงแตมีผลในการยบัยั้ง E. coli DMST 20662 แต
ยังสามารถทําใหเช้ือมีการดือ้ยาแบบผันกลับไดเมื่อถูกใชรวมกับยาปฏิชีวนะ ซ่ึงกลไกลของฟลาโวนอยดใน
การยับยั้งเช้ือประกอบดวย 2 กลไกล กลไกลแรกไปมีผลตอความสมบูรณของผนังเซลลและการสราง 
septum ระหวางการแบงเซลล ซ่ึงประกอบดวยการไปมีผลตอการสรางโปรตีนและมีผลตอ penicillin-
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 จากผลการทดลองสรุปไดวา luteolin และ apigenin มีความสามารถในการทําใหแบคทีเรียดื้อยาใน
กลุม β-lactam มีการดื้อยาแบบผันกลับในเช้ือ E. coli DMST 20662 และ luteolin และ apigenin มีการเสริม
ฤทธ์ิกับยา ceftazidime ในการยับยั้งเช้ือ E. cloacae DMST 21394 นอกจากนี ้ baicalein และ quercetin มี
ความสามารถในการทําใหเช้ือ MRSA มีการดื้อยาในกลุม β-lactam ลดลง ซ่ึงฟลาโวนอยดเหลานี้เปน
ทางเลือกในการพัฒนายาในกลุม β-lactam ใหมีประสิทธิภาพเพิ่มข้ึน มิเชนนัน้จะไมสามารถรักษาเช้ือดื้อยา
ท่ีทําใหเกิดโรคในปจจุบัน 
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 Pharmacology and toxicology, Medicinal plant, Clinical Pharmacy           
 
7. Members: 
 1.  Thai society of toxicology    
 2.  Thai society of pharmacist    
 3.  Thai pharmacy council   
 4.  The alumni association of Faculty of Pharmaceutical Sciences, Chulalongkorn  
      University.  
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8. Research Grants Awarded: 
2011- The Royal Golden Jubilee Ph.D. Program Advisorships (1 Grant): The Thailand Research    
            Fund,  Thailand 
2006-2008: Research Career Development Grant (Metheevijai): The Thailand Research  
                Fund, Thailand 
2003-2004: Research Grant for New Scholar : The Thailand Research Fund-Commission on  
                Higher Education  
2004-2011: Research Grants (9 Grants): National Research Council of Thailand/Institute of  
                Research and Development, Suranaree University of Technology, Thailand 
2011:      The Royal Golden Jubilee Ph.D. Program Advisorships (1 Grants): The Thailand        
Research Fund, Thailand 
 
9. Award :   
2011 : Renowned deed in athletics leader, Suranaree University of Technology  
2010 : Renowned deed in athletics manager, Suranaree University of Technology  
2008 : Outstanding alumnus, Nonkipittakom school, Burirum, Thailand 
1994-1999: The Royal Thai Government Scholarship, MUA, to study Ph.D.  
        in U.K. for 4 years. 
1985-1988: Boonrod - Brewery Scholarship for 4 years, Chulalongkorn University,    
1983-1984: Bangkok-Bank Scholarship for 2 years, Mahidol University 
 
10. Scientific Publications :  
Referred articles:  
Richards, R.M.E., Eumkeb, G.and Marshall, D. (1997). Is the ultrastructural damage caused  by  

subinhibitory concentrations  of  trimethoprim and sulphadiazine part of  their  normal  mechanism  
of  action? Microbios,  92, 183 - 197. 

Eumkeb, G. and Richards, R.M.E. (2005). Reversing beta-lactam antibiotic resistance with f lavonoids  in 
Gram positive Bacteria. Acta Horticulturae. Vol 4: 678: 171-178.  
Jirawan Oonmetta-aree, Tomoko Suzuki, Piyawan Gasaluck and Griangsak Eumkeb.        (2006). 

Antimicrobial Properties and Action of Galangal (Alpinia galanga Linn.) on Staphylococcus 
aureus.  LWT Food Science and  Technology. 39: 1214-1220. 

(IF 2011 =  2.545) 
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Punopas, K., Eumkeb, G., Chitsomboon, B. and Nakkiew, P. (2004). The study of antibacterial activity 

of some medicinal plant in Lamiaceae family. Suranaree J. Sci. Technol. 11:52-59. 
Eumkeb, G. and  Richards R.M.E. (2004). Reversing β- Lactam Antibiotic Resistance in Gram- positive 

bacteria by Some Flavonoids. Suranaree J. Sci. Technol. 11:143-150.   
Eumkeb, G., Sakdarat, S and Siriwong, S. (2010). "Reversing [beta]-lactam antibiotic resistance of 

Staphylococcus aureus with galangin from Alpinia officinarum Hance and synergism with 
ceftazidime." Phytomedicine 18(1): 40-45. 

(Impact Factor 2011 = 3.268) 
Eumkeb, G. and Duangkham A. (2011). "Subacute Toxicify Test of Galangin and ceftazidime in Mice." 

Thai Journal of Toxicology 26(1): 5-13. 
Eumkeb, G., Siriwong, S., Phitaktim, S., Rojtinnakorn, N., Sakdarat, S. (2012). "Synergistic activity and 

mode of action of flavonoids isolated from smaller galangal and amoxicillin combinations against 
amoxicillin-resistant Escherichia coli." J. Appl. Microbiol. 112, 55-64. 

(Impact Factor 2011 = 2.337) 
Munglue, P., Eumkep, G., Wray, S., Kupittayanant, S., 2012. The Effects of Watermelon (Citrullus 

lanatus) Extracts and L-Citrulline on Rat Uterine Contractility. Reproductive Sciences. is 
accepted. 

(Impact Factor 2011 = 2.444) 
Eumkeb, G., Siriwong, S., Thumanu, K., 2012. Synergistic activity of luteolin and amoxicillin 
combination against amoxicillin-resistant Escherichia coli and mode of action. Journal of Photochemistry 
and Photobiology B: Biology. is accepted. 
(Impact Factor 2011 = 2.814) 
 
Patent 
The combination of flavonoids and drugs against Staphylococcus aureus and  Enterobacter cloacae : 
patent asking no: 0601001839 , 2006 
 
Conference Proceedings:   
Griangsak Eumkeb, Nichayanan Chaisena, Nitaya Rojtinnakorn, Supatcharee Siriwong, Aphai 

Duangkham. (2008). P14 Reversing β-Lactam Antibiotic Resistant Bacteria with Flavonoids. In : 
Proceeding of 30th Pharmacological and Therapeutic Society of Thailand Meeting. 27-28 March 
2008. Thai Journal of Pharmacology. Vol 29: No I: 117-126. Bangkok: Ruen Kaew Press. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 55
Siriwong S, Thumanu K, Eumkeb G. (2010). Using FT-IR microspectroscopy to investigate 

biochemical change of drugs-resistance Escherichia coli treated with amoxicillin and apigenin. 
In: Proceeding of the 36th Congress on Science and Technology of Thailand (STT36). Abstract 
Book (Oral presentation, B2_0051/pp70.) 26-28 October 2010, Bangkok, Thailand: Bangkok 
International Trade & Exhibition Centre (BITEC), Thailand. 

 
Research reports:  
Eumkeb,G. and Jinakoon, N. (2003). The study of medicinal plants and supplement food  for  health of 
community in NakhonRatchasima province 
 
Conference Abstracts: 
Eumkeb, G. and Richards, R.M.E. (2003). Reversing beta-lactam antibiotic resistance with flavonoids  in  

Gram positive Bacteria.   In The 3rd World Congress on Medicinal and Aromatic Plant for Human 
Welfare (WOCMAP III) From Biodiversity through Science and Technology, Trade and Industry 
to Sustainable Use, Abstracts Book ( Poster presentation, PP04 -59, pp. 450 ). 3-7 February 
2003, Chiangmai, Thailand : Chiangmai University 

 
Eumkeb, G. and Richards, R.M.E. (2004). Reversing beta-lactam antibiotic resistance in  Gram  positive 

Bacteria with some flavonoids.   In :The 20th FAPA Congress 2004 : Emerging Science and 
Profession in Pharmacy , Abstracts Book (Oral presentation, PP-O-01, pp. 160). 30 Nov – 3 Dec 
2004, Bangkok, Thailand : The Pharmaceutical Association of Thailand under Royal Patronage, 
Bangkok.  

 
Eumkeb, G. (2005). Investigation of the effect of Some Flavonoids on some β - lactam antibiotics  

resistant bacteria.  In :The Thai research Fund meeting : Senior Thai research Fund researchers 
meet Junior Thai research Fund researchers, Abstracts Book (Poster presentation, 
MRG168/p225, pp. 214.). 14-16 January 2005, Kanchanaburee, Thailand : The Thai Research 
Fund and The higher education commission, Bangkok.  

 
Eumkeb, G. (2005). Investigation of the effect of Some Flavonoids on some beta - lactam antibiotics 

resistant bacteria. In :The Thai research Fund meeting : Senior Thai research Fund researchers 
meet Junior Thai research Fund researchers, Abstract Book (Oral presentation, 13-R1-S1-
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MRG4680168/p227, pp. 1). 13-15 October 2005, Petchaburi, Thailand : The Thai Research 
Fund and The higher education commission, Bangkok.  

 
Eumkeb, G. Chukratok. S., Suttajit. M. and Ruangrungsi. N. (2005). Investigation of the effect of Some 

Flavonoids on some beta - lactam antibiotics resistant bacteria. In :The 1st International 
Conference on Natural products for Health and Beauty; From local wisdom to global 
marketplace. Abstract Book (Oral presentation, O4-1/p232, pp. 124). 17-21 October 2005, 
Mahasarakham, Thailand : Mahasarakham University, and the higher education commission, 
Thailand. 

 
Eumkeb, G., Wongkamsound, K (2007). Flavonoids synergy with beta-lactam antibiotics against beta-

lactam-resistant bacteria. In :The Thai research Fund meeting : Senior Thai research Fund 
researchers meet Junior Thai research Fund researchers 7th, Abstract Book ( Poster presentation, 
P-PHY-B06-RSA4980004 /p26 , pp. 26. ). 11-13 October 2007, Pattaya, Chonburee,Thailand : 
The Thai Research Fund and The higher education commission, Bangkok 

 
Eumkeb, G., Wongkamsound, K. (2008). Flavonoids synergy with β-lactam antibiotics against β-

lactam-resistant bacteria. The Thai research Fund meeting : Senior Thai research Fund researchers 
meet Junior Thai research Fund researchers, Abstract Book (Poster presentation, PS-BIO-E20). 
16-18 October 2008, Cha-am, Petchaburi, Thailand, Thailand research fund and Commission on 
higher education: p. 144. 

 
Eumkeb, G., Phitaktim, S., Rojtinnakorn, N., Siriwong, S., Duangkham, A., 

Naknarong, W., Wisansawat, J. (2009). Flavonoids synergy with β-lactam antibiotics against β-
lactam-resistant bacteria. The Thai research Fund meeting : Senior Thai research Fund 
researchers meet Junior Thai research Fund researchers, Abstract Book (Poster presentation, PS-
BIO-B24). 15-17 October 2009, Cha-am, Petchaburi, Thailand, Thailand research fund and 
Commission on higher education: p. 105. 
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- SIRIWONG, S., THUMANU, K., AND EUMKEB, G. 2010. Using FT-IR microspectroscopy to 
investigate biochemical change of drugs-resistance Escherichia coli treated with amoxicillin and 
apigenin. In: Proceeding of the 36th Congress on Science and Technology of Thailand (STT36). 
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 Conference abstract: 
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Biotechnology International Conference 2009 (ABIC 2009).  
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